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Abkiirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

AKZ Ausgangskoloniezahl

ATCC American Type Culture Collection

Bl Biokompatibilitatsindex

C. albicans Candida albicans

CSA Trypton (Casein)-Soja-Agar

CSL Nahrlésung aus Casein, Soja, NaCl, Dikaliumhydrogenphosphat,
Glucose

E. coli Escherichia coli

E. faecium Enterococcus faecium

EN Europaische Normen

Ery Erythrozytenkonzentrat

FBS fetales bovines Serumalbumin

HET-CAM Huhner-Ei-Test an der Chorioallantoismembran

ICsg mittlere inhibitorische Konzentration

KbE Kolonie bildende Einheiten

LDs mittlere letale Dosis

MEM Minimal Essential Medium Eagle

MRSA Methicillin resistenter Staphylococcus aureus

NaCl Natriumchlorid

Oct Octenidin, Octenidindihydrochlorid

P. aeruginosa  Pseudomonas aeruginosa

PHMB Polihexanid, Polyhexamethylenbiguanid

PVP-lod Povidon-lod

RF Reduktionsfaktor

S. aureus Staphylococcus aureus

S. epidermidis  Staphylococcus epidermidis

S. marcescens Serratia marcescens

spp. mehrere nicht im Einzelnen benannte Spezies einer Gattung
Tab. Tabelle

Die Wiedergabe von Gebrauchsnamen, Warenbezeichnungen usw. in dieser Arbeit
berechtigt nicht zu der Annahme, dass solche Namen im Sinne der Warenzeichen- und
Markenschutzgesetzgebung als frei zu betrachten waren und daher von jedermann benutzt
werden dirften. Vielmehr handelt es sich hdufig um gesetzlich geschitzte, eingetragene
Warenzeichen, auch wenn sie nicht in jedem Fall eigens als solche gekennzeichnet sind.
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1 Einleitung und Problemstellung

1.1 Problemstellung

Die Behandlung von Wunden stellt hohe Anforderungen an ein Antiseptikum. Die
Folgen von Wundinfektionen wie erhéhte Sterberaten, lange stationdre und
intensivmedizinische Aufenthalte sowie gravierende Zusatzkosten fUhren dazu, dass
gerade auf diesem Gebiet die Behandlung und die dafiir einzusetzenden Wirkstoffe
optimiert werden mussen (Kirkland et al. 1999). Durch forcierte Weiterentwicklungen
konnten sich fir diesen Bereich Polihexanid (PHMB) und Octenidin (Oct) durch ihre
besonders gute Wirksamkeit und Vertraglichkeit von anderen Wirkstoffen abgrenzen
(Kramer et al. 2004a, Kramer et al. 2006, Kramer u. Mdller 2007, Hibner u. Kramer
2010, Hubner et al. 2010, Kramer et al. 2010, Kramer et al. 2013).

Aktuell gelten auf Oct basierende Antiseptika als Mittel der ersten Wahl flr infizierte
akute Wunden (Hibner et al. 2010). Es besteht jedoch die Mdglichkeit, dass sie sich
ebenso wie PHMB flr die Therapie chronischer Wunden eignen. Grund zu dieser
Annahme gibt die Bestatigung, dass sich Octenisept® selbst bei Verdiinnungen auf
circa 0,002 % Oct (diese liegt weit unter der gebrauchlichen Konzentration) bei einer
Einwirkzeit von 30 min noch antimikrobiell wirksam zeigte (Kramer u. Muller 2007). Ein
weiterer wichtiger Faktor ist die starke Bindung von Oct an die Zellmatrix. Durch diese
kann Oct nach und nach in nicht zytotoxischen Konzentrationen an die Umgebung
abgegeben werden, ohne an Wirksamkeit einzubliBen. Es entsteht somit eine
Depotwirkung, die bei chronischen Wunden erwinscht ist und im klinischen Alltag
durch langere Zeitintervalle zwischen den einzelnen Wundbehandlungen von Vorteil
sein durfte (Kramer u. Maller 2007, Muller u. Kramer 2007).

In Bezug auf die Zytotoxizitdt und Mikrobiozidie wurde des Weiteren der
Biokompatibilitadtsindex eingeflihrt. Der Bl ist ein Quotient aus der Konzentration, bei
der 50 % der Zellen im Zytotoxizitatstest abgetétet werden (ICso) und der
Antiseptikumkonzentration, bei der eine Erregerreduktion um 3 Ig-Stufen erreicht wird.
Ein Bl > 1 entspricht einer im Verhaltnis héheren Wirksamkeit eines Antiseptikums im
Vergleich zu seiner Zytotoxizitat. Oct zeigt mit einem Bl von 1,7 bei E. coli und 2,1 bei
S. aureus sogar eine bessere Wirksamkeit bei relativ geringerer Zytotoxizitat als PHMB
(Mdller u. Kramer 2008). Auf Grund dieser Information stellt sich die Frage, wie stark
sich der prozentuale Anteil von Oct z. B. in einem Gel-Produkt senken lasst, um das
Wirkspektrum beizubehalten und die Vertraglichkeit in der klinischen Anwendung zu

verbessern.



Ziel der Studie ist es, Oct-Gele verschiedener Konzentrationen in einem praxisnahen
Prifkdrpertest hinsichtlich ihrer mikrobioziden Wirksamkeit gegen 6 Testorganismen zu
untersuchen. Zur vergleichenden Darstellung wird der Test ebenfalls mit einem PHMB-
Konzentration (0,02 %) durchgeflihrt. Als
Belastungssubstanz dient 10 % fetales bovines Serumalbumin (FBS) in MEM (Minimal

Gel in einer handelsiblichen
Essential Medium Eagle). Zusétzlich wurde flr einzelne Prifsubstanzen 1 % humanes
Erythrozytenkonzentrat hinzugegeben. Die vorliegenden Untersuchungen sollen
klaren, ob Oct-Gele mit geringer Antiseptikakonzentration bei Erhalt der mikrobioziden
Wirksamkeit auch im Prifkérpertest wirksam sind, um die Anwendbarkeit fir
chronische Wunden abschétzen zu kénnen. Als Grundlage des entwickelten
Testmodells dient der quantitative Suspensionstest, der unter Berlicksichtigung der
praxisnahen Bedingungen modifiziert wurde.

1.2 Wundinfektion

Eine haufige Ursache von Wundheilungsstérungen sind Wundinfektionen. Neben dem
chirurgischen Débridement der Wunde wird der Auswahl der geeigneten
Wundantiseptik zur Reduktion einer unerwiinschten Besiedlung oder Kontamination
eine entscheidende Bedeutung beigemessen (Hinz et al. 2007, Assadian u. Kramer
2008, Assadian u. Kramer 2012). Hierbei ist insbesondere das Erregerspekirum bei
Wundinfektionen zu beachten. Bezliglich postoperativer Wundinfektionen bestehen
nicht nur in verschiedenen Kliniken, sondern auch in einzelnen Fachbereichen

Unterschiede (Tab. 1).

Tab. 1: Atiologie postoperativer Wundinfektionen nach aseptischen Eingriffen (aus
Hansis u. Jakschik 2001)

Species Haufigkeit (%)

Allgemein- GefaB- Thorax- Unfall-

chirurgie chirurgie chirurgie chirurgie

S. aureus 39 37 54 57
S. epidermidis 20 20 24 23
Streptococcus spp. 6 5 5 5
E. coli 15 14
Pseudomonas spp. 5 5
Mehrfach- 15 20 10 10
besiedlung

S. aureus gewinnt seit etwa 1980 wieder an Bedeutung, da gerade Penicillinase
bildende sowie Methicillin resistente Stamme (MRSA) zunehmen. Dieser Erreger wird
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am héaufigsten in Wunden nachgewiesen. Wahrend exogene Infektionsquellen als
Ursache postoperativer Wundinfektionen nachgeordnet sind, dominiert die endogene
Infektion, vor allem ausgehend vom kolonisierten Nasen-Rachen-Raum (Wenzel u.
Perl 1995). Als Bakterium der Hautflora gilt S. aureus insbesondere in der
Traumatologie und Orthopéadie als typischer Infektionserreger, wahrend Erreger der
Darmflora wie E. coli und Enterokokken vorrangig bei Infektionen im Rahmen
allgemein- und abdominalchirurgischer Eingriffe nachgewiesen werden (Geffers et al.
2004). Gehauft mit Kunststoffimplantaten und Venenkathetern assoziiert sind
Koagulase negative Staphylokokken wie S. epidermidis (Kramer et al. 1993). Als
Erreger der residenten Hautflora kann dieser auf Grund des Verbleibs in Haarfollikeln
auch nach der Hautantiseptik in die Wunde gelangen (Lademann et al. 2011). Bei
anderen Wundarten wie Brandwunden ist ein abweichendes Erregerspekirum zu
beobachten. Hier dominieren Gram-negative Bakterien. Der Anteil von P. aeruginosa
liegt nur unwesentlich unter dem von S. aureus. Auch Pilzen wie C. albicans wird eine

gréBere Bedeutung zugeschrieben (Tompkins u. Burke 1992).

Die Ursachen von Wundinfektionen sind vielféltig. Bei operativen Eingriffen spielen
sowohl die Art des Eingriffs als auch die Mitbeteiligung einzelner Organe eine Rolle,
wie die deutschlandweit durchgefiihrte NIDEP Studie an 72 Krankenh&usern zeigt. Fir
die Patienten (n = 5377) chirurgischer Abteilungen ergab sich eine Pravalenz der
postoperativen Wundinfektionen von 1,34 %. Geringere Raten konnten z. B. bei
Patienten mit einer durchschnittlich langen Operationsdauer beobachtet werden. Die
meisten Infektionen zeigten sich nach Amputationen (7,2 %), nach Operationen am
Kolon oder Rektum (4,1 %) und nach Appendektomien (3,8 %; Kampf et al. 1996).
Postoperative Wundinfektionen gehen mit gravierenden Folgen einher. Die Sterberate
verdoppelt sich, die Notwendigkeit eines intensivstationaren Aufenthalts steigt um 60 %
und die Wahrscheinlichkeit der stationaren Wiederaufnahme steigt um das Finffache.
Auch die zusatzlichen Kosten (etwa 3700 $) fir jeden Patienten mit einer
Wundinfektion und die Verldngerung der Aufenthaltsdauer im Krankenhaus um
durchschnittlich 6,5 d missen beachtet werden (Kirkland et al. 1999).

Die Ubergange von einer akuten in eine chronische Wunde, die als Integritatsverlust
der Haut mit fehlender Abheilung Uber zwdlf Wochen definiert ist, sind flieBend.
Erschwerend kommen auBerdem patientenspezifische Faktoren wie Diabetes mellitus,
Adipositas, Mangelernahrung, Anamie, Nikotinabusus, Immunsuppression, chronisch
venfse Insuffizienz oder arterielle Durchblutungsstérungen hinzu, die in das

Behandlungskonzept einzuschlieBen sind (Hinz et al. 2007, Kramer et al. 2011,



Rattermann et al. 2013). Insbesondere infizierte chronische Wunden stellen eine
therapeutische Herausforderung dar. Hier ist zu beachten, dass das Erregerspektrum
stark variieren kann und nicht zwangslaufig mit dem Spektrum klinisch manifester
Wundinfektionen Ubereinstimmen muss. Des Weiteren sind chronische Wunden h&ufig
durch eine bakterielle Mischflora gekennzeichnet und bedirfen daher der Behandlung
mit einem Antiseptikum, das Uber ein breites Wirkspektrum verfligt. Bei der Prifung
von Antiseptika ist zudem die Wirkung in Gegenwart von Blut sowie eiweiBreichem
Exsudat zu beachten. Kriterium der therapeutischen Antiseptik ist auBerdem die lokale
und systemische Vertraglichkeit (Kramer et al. 2006, Assadian u. Kramer 2008).

Zur Behandlung chronischer Wunden werden gegenwartig PHMB und Oct als geeignet
angesehen (Kramer et al. 2004a, Kramer et al. 2006, Hibner u. Kramer 2010, Hibner
et al. 2010, Koburger et al. 2010, Kramer et al. 2010, Kramer et al. 2013). Oct ist
aufgrund aktueller in vitro Befunde beziglich seiner therapeutischen Breite PHMB
Uberlegen (Muller u. Kramer 2008), allerdings ist die Férderung der Wundheilung im
Vergleich zu Ringer-Lésung bisher nur fir PHMB nachgewiesen (Kramer et al. 2004b,
Roth et al. 2010).

Als natiirliche Antiseptika haben zusétzlich Medihoney® (Simon 2008), Chitosan
(Kramer 2008) und die Madentherapie (Kramer u. Nickel 2008) spezifische
Indikationen.

1.3 Charakterisierung der Antiseptika Octenidindihydrochlorid und Polihexanid
1.3.1 Octenidindihydrochlorid

Octenidindihydrochlorid (Oct) ist ein oberflachenaktiver Wirkstoff, der auf Grund seines
breiten antimikrobiellen Wirkungsspektrums und seiner guten Gewebevertraglichkeit
vor allem in der Haut- und Schleimhautantiseptik sowie in der antiseptischen
Wundbehandlung Verwendung findet (Kramer et al. 2004a, Kramer u. Muller 2008,
HUbner et al. 2010). Der Wirkstoff wird unter anderem 0,1 %ig in Kombination mit 2 %
Phenoxyethanol als Schleimhautantiseptikum Octenisept® (Kramer u. Miller 2008) und
0,05 %ig als Wundspilldsung und -gel in Form von Octenilin® zur Wundbehandlung
vertrieben (Kramer et al. 2013).

Chemisch-physikalische Eigenschaften: Oct ist lichtstabil, in wassriger Lésung bis
130 °C dampfsterilisierbar und im pH-Bereich von 1,6 - 12,2 stabil. Zu einer
Wirkungsverstarkung kommt es in Kombination mit Alkoholen (Harke 1989, Kramer u.



Muller 2008). Ein Charakteristikum von Oct ist die fehlende Hydrolyseempfindlichkeit,
da keine Ester-, Amid- oder Saureanhydridverbindung vorhanden ist. AuBerdem besitzt
es im Gegensatz zu Chlorhexidin keine Guanidinstruktur. Im Unterschied zu
Chlorhexidin ist keine Abspaltung von Chloranilin méglich (Harke 1989).

Ein Okotoxisches Risiko ist nicht zu erwarten, da im geschlossenen OECD-
Flaschentest eine vollstdndige Abbaubarkeit innerhalb von 5 d stattfindet (ZblIner et al.
1995).

Es besteht kein Hinweis auf carcinogene, mutagene, teratogene, embryotoxische oder
fertilitatsbeeintrachtigende Wirkungen (Hubner et al. 2010). Der Wirkstoff ist gut haut-
und schleimhautvertraglich, ab 0,5 %, d. h. 5 - 10fach ({ber der
Anwendungskonzentration, kommt es zu Irritationen. Tierexperimentell war keine
Sensibilisierungs- oder Photosensibilisierungspotenz nachweisbar (Harke u. Streeck
1989, Kramer 1993, Hibner et al. 2010). In der Vagina, auf der Haut oder in bis auf
den Muskel gehenden Wunden war keine Resorption darzustellen, dennoch zeigte sich
eine geringe Resorption Uber den Gastrointestinaltrakt (bis 6 %). Nach oraler
Applikation bei Nagetieren und Hunden wurde die Substanz innerhalb von 8 - 72 h
jedoch fast vollstadndig mit den Faeces ausgeschieden. Im Urin fanden sich jeweils nur
Spuren (Harke 1989, Harke u. Streeck 1989, Hiubner et al. 2010).

Es konnten nach subakuten, subchronischen und chronischen Applikationen dermal
sowie oral keine systemischen Nebenwirkungen nachgewiesen werden. Die akute
Toxizitat ist mit einer oralen LDs, von 800 mg/kg (bei Ratten) bzw. 933 mg/kg bei
Mausen relativ gering, wahrend sie bei i. v. Applikation mit einer LDs, von 10 mg/kg
bedeutend héher ist (Harke 1989, Kramer u. Muller 2008, Hibner et al. 2010). Als
NOAEL (no observed adverse effect level) ergab sich bei Ratten die Dosis von
32 mg/kg NOAEL bei téglicher oraler Gabe Uber 13 Wochen. Beim Kaninchen wurde
die tagliche dermale Applikation 0,5 %iger Lésung wahrend 6 Monaten ohne
systemische Nebenwirkungen toleriert (HUbner et al. 2010).

Zur Beurteilung der lIrritationsschwelle wurde der Einfluss verschiedener Antiseptika
auf die Chorioallantoismembran im Hihner-Ei-Test (HET-CAM) bestimmt. Als
Irritationsschwelle wurde die hdchste Konzentration der Testsubstanz definiert, bei der
nach 5 min Expositionszeit auf die Chorioallantoismembran von 3 Eiern nur geringe
reaktive Veranderungen auftreten. Fiir Octenisept® lag die Irritationsschwelle bei einer
20 %igen Verdiinnung (Kalteis et al. 2003).



Die substanzspezifische Wirkung von Oct auf die Mikrozirkulation wurde
tierexperimentell am Mauseohr untersucht. Geprift wurden ein alkoholbasiertes
Antiseptikum, Ethanol sowie Oct und PHMB. Oct und PHMB induzierten eine
GeféBerweiterung, wahrend die anderen beiden  Testsubstanzen  zur
Arteriolenverengung  fihrten.  Die  funktionelle  Kapillardichte  und  die
ErythrozytenflieBgeschwindigkeit wurden durch Oct nicht beeintrachtigt. Die anderen
drei Testsubstanzen fuhrten dagegen zZu einer Reduktion der
ErythrozytenflieBgeschwindigkeit. Ebenso blieb die Leukozyten-Endothel-Interaktion
bei Oct unbeeinflusst, wahrend sie bei den anderen Wirkstoffen verstarkt wurde. Alle
Substanzen auBer Oct flhrten zu einer signifikanten Leckage fir FITC-Dextran
(irreversibel an Dextran gebundenes Fluoreszein-lso-Thio-Cyanat), das den Tieren zur
Visualisierung der GefaBe injiziert wurde (Langer et al. 2004).

Wirkungsweise: Oct ist ein kationenaktives Bispyridin, dessen positive Ladung auf
zwei kationenaktive Zentren verteilt ist. In diesen Zentren wird die positive Ladung
jeweils auf 2 Stickstoffatome mesomer verteilt. Diese Eigenschaft unterscheidet Oct
deutlich von z. B. Cetylpyridiniumchlorid oder Benzalkoniumchlorid, da bei diesen
Substanzen die positive Ladung auf nur ein Zentrum und nur ein Stickstoffatom
beschrankt ist. Aus diesem Grund behédlt an Haut, Schleimhaut oder Wunden
absorbiertes Oct seine antimikrobielle Wirkung (Harke 1989). Das Antiseptikum wird an
negativ geladenen Zelloberflachen absorbiert und reagiert dort mit Polysacchariden der
Zellwand sowie Phospholipiden der Zellmembran. Daraus resultiert eine Stérung
enzymatischer Systeme und es entsteht eine Leckage der Cytoplasmamembran
(Harke u. Streeck 1989, Ghannoum et al. 1990, Kramer 1993).

Zu den besonderen Eigenschaften von Oct z&hlt die hohe Wirksamkeit bei gleichzeitig
guter Gewebevertraglichkeit. Erste Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine starke
Adhéarenz an Lipidkomponenten (z. B. Cardiolipin) besteht, die vor allem in bakteriellen
Zellmembranen vorherrschen und nicht in menschlichem Zellgewebe. Das kénnte
erklaren, warum Oct antimikrobiell hoch wirksam ist, aber gleichzeitig eine gute
Vertraglichkeit fir menschliches Epithel und Wundgewebe aufweist (Kramer u. Maller
2007, Kramer u. Mller 2008).

Des Weiteren wurde beschrieben, dass Oct starke Wechselwirkungen mit Zellen bzw.
Proteinen eingeht und Komplexe bildet, die eine reduzierte Zytotoxizitat aufweisen,
aber dennoch antimikrobiell wirksam bleiben. Eine Studie mit Mausefibroblasten,
menschlichen Epithelzellen und primaren menschlichen Keratinocyten zeigte keine
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Neutralisation der Wirkung durch die Zellbindung im Test gegen E. coli und S. aureus
(Mdller u. Kramer 2007). In vivo wird Oct in den oberen Zellschichten gebunden, so
dass der Wirkstoff vermutlich aus den Komplexen in nicht zytotoxischen
Konzentrationen in die Umgebung abgegeben wird. So kdnnte eine Wundversiegelung
entstehen, die einer nachfolgenden bakteriellen Kolonisation entgegen wirkt (Kramer u.
Muller 2007).

In Hinblick auf die Zytotoxizitat und Mikrobiozidie wurde der Bl eingeflihrt, ein Quotient,
durch den die Vertréaglichkeit verschiedener Antiseptika vergleichbar gemacht werden
kann. Bei einem Bl > 1 handelt es sich um eine Substanz, die im Verhéltnis zu ihrer
Zytotoxizitat Uber eine relativ héhere Wirksamkeit verfugt (Muller u. Kramer 2008).
Gegenlber E. coli konnte Oct einen Bl von 1,7, PHMB von 1,5, PVP-lod von 0,7 und
Chlorhexidin von 0,8 erreichen. Damit sind Oct und PHMB die am besten wirksamen
Antiseptika bei verhaltnismaBig geringer Zytotoxizitat, was von besonderem Vorteil ist,
wenn man angepasste Konzentrationen verwendet, wie es in der Therapie infizierter
chronischer Wunden mit Oct notwendig ware (Kramer u. Miller 2007, Mdller u. Kramer
2008).

Mikrobiozide Wirksamkeit ohne Belastung: Oct besitzt ein breites
Wirkungsspektrum, es ist wirksamer als Chlorhexidin und ohne Wirkungsliicke gegen
Gram-negative Bakterien inkl. Pseudomonaden. Es wird sogar eine gleichwertige
Wirksamkeit gegen Gram-positive wie Gram-negative Erreger beschrieben (Harke
1989, Kramer u. Miller 2008, Koburger et al. 2010). Ebenfalls werden Plaque-bildende
Bakterien wie Actinomyces viscosus, Actinomyces naeslundii, Streptococcus mutans
und Streptococcus sanguis, Pilze sowie einzelne Viren (Herpes-simplex-Virus,
Hepatitis-B-Virus, jedoch nicht unbehdillte Viren) effektiv bekdmpft (Slee u. O'Connor
1983, Kramer u. Mller 2008). Auch gegen MRSA ist Oct wirksam (Hibner et al. 2009).
Bei Verwendung von Verdinnungen mussen die Herstellerangaben beachtet werden,
um die Effektivitat beizubehalten, da z. B. bei einer 1:1 Verdlinnung eines auf Oct und
Phenoxyethanol basierenden Antiseptikums ohne organische Belastung und bei
Prifung unterschiedlicher MRSA-Stamme die Einwirkzeit zwischen 30 s und mehr als
5 min variieren kann (Harke 1997). Der Wirkstoff fihrt im in vitro Modell, geprift mit
MRSA und MSSA (Methicillin sensitiver Staphylococcus aureus) zu keiner
Resistenzentwicklung (Al-Doori et al. 2007). Es besteht keine sporozide oder
protozoozide Wirkung (Harke u. Streeck 1989).
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Hinsichtlich der mikrobioziden Wirkung ist die Effektivitdt von Oct in geringen
Konzentrationen hervorzuheben. Selbst bei einer Verdinnung von 22 pug/ml gegen
E. colibzw. 17 pug/ml gegen S. aureus (~ 0,0022 bzw. 0,0017 %), was der Verdlinnung
von Octenisept® auf 1/50 entspricht, war Oct nach 30 min Einwirkzeit noch wirksam
(Kramer u. Mller 2007). Koburger et al. (2010) beschreiben als minimale mikrobiozide
Konzentrationen gegen S. aureus 2 mg/l (~ 0,0002 %), gegen Enterococcus faecalis
und C. albicans 1 mg/l (~ 0,0001 %) sowie gegen E. coli und P. aeruginosa 8 mg/|
(~ 0,0008 %).

Da im Klinischen Alltag haufig Therapieschemata aus lokaler Antiseptik und
systemischer Antibiose verwendet werden, ist die Interaktion der Wirkstoffe von
Bedeutung. Oct fuhrte im Test mit S. aureus-Stdmmen zu einer Wirkungsverstarkung
von Gentamicin (Synergismus; HUbner et al. 2007).

Mikrobiozide Wirksamkeit unter Belastung: Um den Wirkstoff in Anwesenheit
unterschiedlicher Belastungssubstanzen zu priifen, wurden Kombinationen von Oct mit
Fibroblasten, BSA (bovines Serumalbumin), Chondroitinsulfat, Lecithin, Cholesterol
und Cardiolipin hinsichtlich ihrer mikrobioziden Wirkung auf E. coliund S. aureus sowie
ihrer Zytotoxizitat fir Fibroblasten bei 30 min Kontaktizeit geprift. Durch Cardiolipin
wurde die mikrobiozide Wirkung von Oct komplett aufgehoben. Chondroitinsulfat
verminderte die mikrobiozide Wirkung der Substanz. Die weiteren Kombinationen
zeigten diesbeziiglich keinen Effekt, jedoch flhrten alle Kombinationen zu einer
Abnahme der Zytotoxizitdt (Mulller u. Kramer 2005b). Es erfolgte keine
Wirkungsminderung durch 10 % Albumin, Blut (bis 10 % geprift) oder 1 % Muzin
gegen S. aureus, E. faecium, P. aeruginosa und E. coli. Bei C. albicans zeigte sich in
Anwesenheit von Muzin eine Wirkungsabschwéachung (Kramer u. Maller 2007).

Kontraindikationen: Trotz der vielschichtigen Einsatzgebiete und guten
Vertraglichkeit ist die Anwendung in einigen Bereichen kontraindiziert. In seltenen
Féllen kommt es zu voribergehendem Brennen in der behandelten Region. Oct darf
nicht zusammen mit Antiseptika auf PVP-lod Basis angewendet werden, da Oct lod-
Radikale aus dem Polyvidon-Komplex freisetzen kann. Hierdurch kommt es zu einer
intensiven braunen bis violetten Verfarbung der betreffenden Hautareale und ggf. zu
Gewebereizungen (Kramer u. Miuller 2008, Hibner et al. 2010). Eine weitere
Kontraindikation fir Oct-Phenoxyethanol-Kombinationen ist die intraoperative Spllung
der Bauchhéhle, da eine chemische Peritonitis oder ein Aszites induzierbar ist
(Hupuczi u. Papp 2005). Dennoch belegen Studien, dass der Wirkstoff bei Peritonitis
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die Entstehung von Adhé&sionen verhindern kann (Gulzelsagaltici et al. 2007).
Harnblasenspullungen sowie die Anwendung am Trommelfell sind ebenfalls nicht mit
Oct durchzuflhren (Kramer et al. 2004a, Kramer u. Muller 2008). Eine in vitro Studie
mit mehreren Antiseptika zeigte, dass Oct bereits in einer Verdinnung von 0,005 %
knorpeltoxisch wirkt und somit nicht in antiseptisch wirksamen Konzentrationen zur
Gelenkspiilung geeignet ist. Im gleichen Modell wurden PVP-lod 1 % und PHMB
0,005 % bei antiseptischer Wirksamkeit toleriert (Muller u. Kramer 2005a).

Weitere unerwlnschte Wirkungen konnten nach Wundspllung von tiefen,
perforierenden Handverletzungen bei Kindern mit Octenisept® beobachtet werden. Es
entstand ein ausgepragtes interstiticlles Odem, das (ber Wochen persistierte,
therapeutisch nicht beeinflussbar war und im Verlauf mitunter zu Kontrakturen flhrte
(Hilsemann u. Habenicht 2009). Schupp und Holland-Cunz (2009) berichteten bei
Anwendung von Octenisept® an Kindern im Alter von 2 Monaten bis 4 Jahren ebenfalls
tber Nebenwirkungen. Nach S&uberung und Lavage tiefer Wunden zeigten sich trotz
adaquater Wunddrainage aseptische inflammatorische Reaktionen und subkutane
Odeme mit Gewebenekrosen. Auch bei Erwachsenen waren diese Wundreaktionen zu
beobachten. Bei einer Stich-Riss-Verletzung des Daumenballens eines 39-jahrigen
Patienten wurde nach Spilung mit Octenisept® die Wunde mittels primarer Wundnaht
verschlossen. Im Verlauf zeigten sich Entzindungen und Nekrosen, da (entgegen der
Herstellerangaben) kein Abfluss des Antiseptikums durch eine entsprechende
Drainage erméglicht wurde (H6gele u. Neu 2011).

Studien zur Wundheilung: Der Einfluss von Oct auf die Wundheilung ist ein wichtiges
Kriterium far den Einsatz in vivo. Im Vollblutmodell (in vitro) ergab sich sowohl mit als
auch ohne Lipopolysaccharid-Zugabe keine Stimulation von Tumornekrosefaktor a.
Dementsprechend  fiihrt  Octenisept® nicht zu einer Wirkstoff induzierten
Entzindungsreaktion. Mit Lipopolysaccharid-Zugabe war dosisabhdngig eine
Stimulierung von PDGF-AB (Plateled-derived growth factor AB, Wachstumsfaktor)
nachweisbar, die sich ohne Lipopolysaccharid-Zugabe nicht zeigte. Somit fungierte
Octenisept® in diesem Fall als Co-Stimulator fir die Wundheilung (Menke et al. 2001).

In einer Parallelgruppenstudie (doppelblind, randomisiert, stratifiziert, kontrolliert)
wurde Oct in Kombination mit Phenoxyethanol an oberflachlichen Wunden am Schwein
bezuglich der Wundheilung untersucht. Es erwies sich als gleichwertig zu Ringer-
Lésung, d. h. die Wundheilung wurde trotz der mikrobioziden Wirksamkeit nicht
verzdgert. Im Gegensatz dazu verkirzte PHMB in Kombination mit Macrogolum die
Zeit bis zum Wundschluss signifikant (Kramer et al. 2004b). Auch EisenbeiB3 et al.
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(2012) berichteten von einer fehlenden Beeinflussung der Wundheilung durch Oct
analog zu Ringerlésung. Stahl et al. (2010) nutzten in einem in vivo Modell ebenfalls
Wunden der Schweinehaut, die taglich mit Octenisept® exponiert wurden. Es zeigte
sich keine Wundheilungshemmung im Vergleich zur Kontrollgruppe. Eine weitere
Studie (doppelblind, randomisiert, kontrolliert) zeigte an chronischen Wunden die
Verbesserung der Granulation durch 0,1% Oct in einem vierwdchigen
Beobachtungszeitraum im Vergleich zu Ringer-Lésung (Vanscheidt et al. 2005).

Anwendungsbereiche: Der Wirkstoff Oct wird als remanenter Zusatz in alkoholischen
Handedesinfektionsmitteln sowie zur wiederholten, zeitlich begrenzten Haut- und
Schleimhautantiseptik (0,1 %ige Zubereitung) genutzt. Oct findet Anwendung im
Anogenitalbereich, auf der Glans penis und Vulva, in der Vagina (auch als Alternative
zu Clotrimazol bei Vulvovaginal-Candidose; Friese et al. 2003), in der Mundhéhle, vor
Harnblasenkatheterisierung, vor invasiven oder diagnostischen Eingriffen sowie zeitlich
begrenzt zur unterstitzenden Therapie von Interdigitalmykosen (Kramer et al. 2004a,
Kramer u. Mller 2008). Oct ist Mittel der Wahl bei akuten infizierten Wunden (HUbner
et al. 2010). AuBerdem wird es zur antiseptischen Kérperwaschung in Kombination mit
Mundhdéhlen- und Nasenhéhlenantiseptik bei MRSA-Patienten verwendet (Sloot et al.
1999, Hibner et al. 2009).

1.3.2 Polihexanid (PHMB)
PHMB ist ein lokal anwendbarer antiseptischer Wirkstoff, der das Mittel der Wahl zur

Behandlung chronischer und besonders sensitiver Wunden (Brandwunden) darstellt
(Kramer et al. 2004a, Daeschlein et al. 2007, Hibner u. Kramer 2010). Er zeichnet sich
durch ein breites Wirkungsspektrum und positiven Effekt auf die Reepithelisation aus
(Kramer et al. 2004a). Zur Wundbehandlung werden farblose 0,1 und 0,2 %ige
Lavasept®-Ringer-Lésungen verwendet, die einer Konzentration von 0,02 % bzw.
0,04 % PHMB entsprechen. Bei sehr empfindlichen Geweben und kritisch kolonisierten
chronischen Wunden kann eine 0,01 %ige L&sung eingesetzt werden, da die
Wirksamkeit selbst noch bei 0,006 % gegeben ist (DAC 2006, Dissemond et al. 2009).
Fir den klinischen Gebrauch stehen auBerdem diverse Wundgele wie Lavanid®
Wundgel und Prontosan® Wundgel zur Verfiigung (Dissemond et al. 2009).

Chemisch-physikalische Eigenschaften: PHMB ist leicht in Wasser l6slich sowie
I6slich in aliphatischen Alkoholen, Glycolethern und Glycolen. In aromatischen und
organischen L&dsungsmitteln ist PHMB jedoch unléslich. Kompatibilitdt besteht mit

Sé&uren, quartaren Ammoniumverbindungen (Quats) und nichtionogenen Detergentien.
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Mit anionischen Detergentien, Alkylsulfonaten und Seifen ist der Wirkstoff inkompatibel.
Der Zusatz von Polyethylenglykol (Macrogolum) dient der Herabsetzung der
Oberflachenspannung und verbessert die Benetzbarkeit auf Hautoberflachen und
Wunden (Kramer u. Roth 2008).

Es ist eine gute Vertraglichkeit von PHMB bei der Anwendung an Haut, Schleimhaut
und Augen beschrieben. Es besteht keine  Sensibilisierungs-  oder
Photosensibilisierungstendenz (Kramer u. Roth 2008, Hubner u. Kramer 2010). Die
Gewebe- und Zytotoxizitat ist deutlich geringer als von Chlorhexidin, Oct und PVP-lod
(Kramer et al. 1998). Auf Wunden wird der Wirkstoff nicht resorbiert, ebenso nicht bei
antiseptischer Abdeckung granulierender Wunden tber mehrere Wochen (DAC 20086,
Kramer u. Roth 2008).

Es bestehen keine Hinweise auf mutagene oder carcinogene Potenz, dennoch zeigte
sich bei intraperitonealer Gabe ab 10 mg/kg/d und oraler Gabe ab 100 mg/kg/d (Ratte)
eine teratogene Wirkung, die jedoch bei der Anwendung auf Wunden wegen fehlender
Resorption auf Grund der MolekulgréBe irrelevant ist (Fresenius 1991, Kramer et al.
2006, Kramer u. Roth 2008). Die akute Toxizitdt von PHMB ist sehr gering (LDs, oral
Ratte: 5g/kg; Kramer u. Roth 2008). Die chronische Applikation im Fitterungsversuch
zeigte bei 200 mg/kg KM keine Nebenwirkungen (Kramer u. WallhduBer 1993).

Im HET-CAM zur Beurteilung der Irritationsschwelle rief Lavasept® 0,2 % nach 5 min
Expositionszeit auf die Chorioallantoismembran des Hihnereis keinerlei reaktive
Veranderungen hervor (Kalteis et al. 2003). Bezogen auf die Mikrozirkulation flhrt
PHMB, neben der positiven GefaBerweiterung, zur Reduktion der funktionellen
Kapillardichte und Verlangsamung der ErythrozytenflieBgeschwindigkeit (Langer et al.
2004), was aber offensichtlich die Wundheilung nicht beeintrachtigt (Roth u. Kramer
2009).

Wirkungsweise: PHMB entfaltet seine Wirkung Uber eine kationische Ladung, die zur
Erhdhung der Membranpermeabilitat fihrt. Unter Verlust von Kalium und weiteren
Zytoplasmabestandteilen kommt es zum Zelltod. Durch die Beeinflussung negativ
geladener Membrananteile wird die Aggregation saurer Lipide in der Umgebung
hervorgerufen. Die neutralen Lipide in humanen Zellmembranen werden nur gering
beeintrachtigt. Daher verfigt der Wirkstoff (ber eine hohe Gewebevertraglichkeit
(Ikeda et al. 1983, |keda et al. 1984).
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Auch die Zusatzstoffe zu PHMB haben Einfluss auf die Wirkung des Antiseptikums. So
wurde die unterschiedliche Wirksamkeit der Zubereitungen Lavasept® (Zusatz
Macrogolum) und Prontosan® (Zusatz Undecylenamidopropyl-Betain) beziiglich der
Bakteriozidie im quantitativen Suspensionstest und der Zytotoxizitdt an
Mausefibroblasten verglichen. Prontosan® konnte bei héheren
Polihexanidkonzentrationen gegen P. aeruginosa eine Wirkungsverstarkung bei
verringerter Zytotoxizitat aufweisen. Bei niedrigeren Konzentrationen und verléangerter
Einwirkzeit > 1 min war Lavasept® wirksamer, was zu einer besseren
Wundvertraglichkeit im Rahmen der Behandlung chronischer Wunden flahrt (Maller et
al. 2007).

Mikrobiozide Wirksamkeit ohne Belastung: Das Antiseptikum besitzt ein breites
Wirkungsspektrum gegen Gram-positive und Gram-negative Bakterien (Kramer u. Roth
2008). Ebenso wird es gegen Aspergillus und Candida spp. eingesetzt, was unter
anderem in der Therapie der fungalen Keratitis eine Rolle spielt (Messick et al. 1999).
Die Therapie der Akanthamdbenkeratitis kann ebenfalls mit PHMB erfolgen (Behrens-
Baumann u. Kramer 2002, Kramer et al. 2004a). In vitro wird eine Wirksamkeit gegen
HIV-1 (Humanes Immundefizienz-Virus 1) beschrieben (Krebs et al. 2005). Die
minimale mikrobiozide Konzentration von PHMB betragt gegen S. aureus 0,1 pg/ml
(~ 0,00001 %), gegen Enterococcus faecalis, E. coli und gegen Enterobacter cloacae
5 pg/ml (~ 0,0005 %) sowie gegen P. aeruginosa 25 ug/ml (~ 0,0025 %, Kramer u.
Roth 2008).

Mikrobiozide Wirksamkeit unter Belastung: Der Einfluss von Belastungssubstanzen
auf das Antiseptikum spielt eine entscheidende Rolle fir die Anwendung in vivo und
war daher Gegenstand mehrerer Studien. Im Belastungstest mit Humanblut und
Albumin wurde die bakteriozide und fungizide Wirkung nicht beeintrachtigt, jedoch
verlangerte sich die Einwirkzeit (Koburger et al. 2007). Im Agar-Diffusions-Test wurde
der Einfluss von Muzin auf die Wirkung von PHMB gegen MRSA untersucht. Wahrend
der Erreger ohne Muzinbelastung schon bei einer Konzentration von 0,1 mg/mi
(~ 0,01 %) inhibiert wurde, war bei einer Belastung mit 0,25 % Muzin eine
Konzentration von 0,4 mg/ml (~ 0,04 %) notwendig. Belastungen von 0,5 % und 1 %
(in der nasalen Mukosa ist der Muzinanteil héher) hoben die Wirkung von PHMB
komplett auf (Ansorg et al. 2003). Im quantitativen Suspensionstest wurde 0,02 %
PHMB mit Chondroitinsulfat-Belastung getestet. Nach 5 min Einwirkzeit zeigte sich
kein mikrobiozider Effekt. Nach 60 min war die Wirkung gegen S. aureus, E. faecium,
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E. coli und C. albicans immer noch aufgehoben, gegen P. aeruginosa konnte jedoch
antimikrobielle Aktivitat nachgewiesen werden (Maller u. Kramer 2000).

Kontraindikationen: Kontraindikationen bestehen bei der Anwendung an Gelenken,
da es hier auf Grund der Inhibition der Zellorganellen (Mitochondrien) zu
Knorpelschadigungen kommen kann (Ganzer et al. 2001). In Konzentrationen von
0,005 % wird PHMB jedoch vom Knorpel toleriert (Miller u. Kramer 2005a). Weitere
Einschrankungen sind bei der Anwendung im ZNS, im Mittel- und Innenohr, im
Innenauge, bei Retentionsgefahr, intraperitoneal sowie in den ersten vier
Schwangerschaftsmonaten beschrieben. Nur bei zwingender Indikation ist eine
Anwendung im weiteren Schwangerschaftsverlauf, in der Stillzeit oder bei Sauglingen
und Kleinkindern vertretbar (Kramer 2001, Kramer et al. 2004a, DAC 2006). Der
Wirkstoff darf nicht mit anionischen Tensiden und anderen wundreinigenden Salben,
Seifen, Olen oder Enzymen kombiniert werden (Kramer u. Roth 2008). Zu den selten
auftretenden Nebenwirkungen zahlen Exantheme, Urtikaria und in einzelnen Féllen
anaphylaktoide Reaktionen (Olivieri et al. 1998).

Studien zur Wundheilung: Ein besonderer Vorteil von PHMB ist der positive Effekt
auf die Wundheilung (Kramer et al. 2004a, Kramer et al. 2004b). PHMB gilt als einziger
antiseptischer Wirkstoff, der die Wundheilung férdert (Kramer et al. 2004b, Roth et al.
2010). Gerade bei der Behandlung chronischer Wunden zeigten sich Prontosan® bzw.
Lavasept® 0,1 % geeignet (Kramer et al. 1998, Horrocks 2006, Dissemond et al. 2011).
Wundauflagen mit PHMB (Suprasorb® X + PHMB) zeigten in einem in vitro Testmodel
eine bessere Wirkung gegen Fibrinplaques als Alginatwundauflagen mit und ohne
Silber (Suprasorb® A +/- Ag), was im Rahmen der Heilung chronischer Wunden von
Bedeutung ist (Korber et al. 2008).

In einer Studie mit 2 Patientengruppen, in der jeder Patient an einem Ulcus cruris
venosum seit mindestens 3 Monaten litt, wurde die feuchte Wundbehandlung mit
Prontosan® der Versorgung mit Kochsalz-/Ringerldsung gegeniiber gestellt. Wahrend
des Beobachtungszeitraums von 6 Monaten zeigte die Prontosan®Gruppe eine
haufigere und frihere Abheilung der Wunde bei besserer Wundreinigung als die
Gruppe mit Kochsalz-/Ringerlésung (Eberlein et al. 2006). Behandlungsergebnisse von
Roth und Kramer (2009) sprechen ebenfalls dafir, dass die antiseptische
Begleittherapie mit PHMB bei Ulcera cruris maBgeblich zum Therapieerfolg
beigetragen hat. Eine andere Studie, die sich mit der Lésung von Wundbelagen
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befasste, beschrieb eine griindliche sowie wundreinigende Wirkung von Prontosan®
(Kaehn 2007).

Prontosan® W Wundspiilldsung und Wundreinigungsgel sind Kombinationen von
PHMB mit Undecylenamidopropyl-Betain, die zur Reinigung, Dekontamination und zum
Befeuchten von Wunden verwendet werden. Mit Lavasorb® und Lavanid® (auch als
Wundgel im Handel) stehen weitere Wundspullésungen zur Verflgung. AuBerdem
werden trockene Wundauflagen mit 0,2 % PHMB wie Telfa® A.M.D. (Antimicrobial
dressing), Excilon® AM.D., KerlixX® AM.D. und Kendal® AM.D. eingesetzt.
Suprasorb® X + PHMB mit 0,3 % PHMB wird als feuchtigkeitsregulierender Verband
bei kritisch kolonisierten und infizierten Wunden, die auch exsudierend und tief sein
kénnen, empfohlen (Dissemond et al. 2009, Eberlein u. Assadian 2010). Die
Anwendung unter okklusiven oder semiokklusiven Abdeckungen ist méglich (Kramer et
al. 2004a). Die Einwirkzeit von 10 - 15 min muss eingehalten werden, da es
erregerspezifisch zu einem langsamen Wirkungseintritt von PHMB kommt (Werner u.
Kramer 1995).

Anwendungsbereiche: Zu den Anwendungsgebieten zahlen die Infektionsprophylaxe
geféhrdeter Wunden, die Therapie infizierter Wunden und die adjuvante Behandlung
bei chirurgischer Versorgung akuter sowie chronischer Weichteil- und
Knocheninfektionen (Seipp et al. 2005, DAC 2006). Im Rahmen der Versorgung akuter,
stark verschmutzter Wunden kann PHMB nach vorherigem chirurgischem Débridement
zur Wundspllung verwendet werden und reduziert die Rate postoperativer
Wundinfektionen im Vergleich zu PVP-lod, Wasserstoffperoxid und Ringerlésung
signifikant (Roth et al. 2007). Besonders die Behandlung chronischer Wunden wie
Ulcera cruris wird mit PHMB erfolgreich durchgeflhrt (Eberlein et al. 2006). In diesem
Bereich gilt PHMB als Mittel der ersten Wahl (Kramer et al. 2006). Weitere
Einsatzbereiche sind schwere Verbrennungen. Verbrennungen zweiten Grades zeigten
sich nach 10 d reepithelialisiert mit dem zusétzlichen Effekt der Schmerzreduktion
(Daeschlein et al. 2007). Fir Augeninfektionen stehen Tropfen und Gelpraparate zur
Verfiigung. In einer Studie wurde Lavasept® préoperativ im Bindehautsack angewendet
und zeigte sich bezuglich der antimikrobiellen Wirkung vergleichbar effektiv, aber
langer wirksam als PVP-lod 1,25 % und ist damit eine Alternative fur PVP-lod zur
praoperativen Augenantiseptik (Hansmann et al. 2004). AuBerdem ist PHMB als Mono-
Dosis bei bakterieller Vaginose an Stelle von Metronidazol und Clindamycin
wirkungsvoll (Gerli et al. 2003, Koban et al. 2012).
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2 Eigene Untersuchungen

2.1 Materialien, Methoden, Versuchsdurchfiihrung

2.1.1 Materialien

Nahrmedien:

e Blutagar fur das Anlegen der Stammkultur und der ersten Subkultur: 23 g
Nahrsubstrat (Hefeextrakt, Peptone, Leberhydrolysat), 5 g Natriumchlorid, 12 g
Agar-Agar auf 1 | dest. Wasser. Danach erfolgt die Zugabe von 50 ml sterilem
defibriniertem Schafs- oder Kaninchenblut.

e CSA (Trypton-Soja-Agar;  Casein-Soja-Pepton-Agar): 15 g  Trypton
(Pankreasaufschluss von Casein), 5 g Sojapepton (Papainaufschluss von
Sojabohnenmehl), 5 g Natriumchlorid, 15 g Agar und 1 | dest. Wasser.

e Sabouraud-Agar fur C. albicans: 10 g Pepton-Mischung, 40 g Glucose, 17 g Agar
und 1 | dest. Wasser.

e Verdinnungslésung: Tryptonnatriumchloridiésung (Trypton-NaCl): 1 g Trypton
(Pankreasaufschluss von Casein) und 8,5 g Natriumchlorid auf 1 | dest. Wasser.

Ansatz ohne und mit Belastung:

e CSL ohne Belastung (Casein-Soja-Pepton-Lésung): 17 g Pepton aus Casein
(Pankreashydrolysat), 3 g Pepton aus Soja (Papainhydrolysat), 5 g Natriumchlorid,
2,5 g Di-Kaliumhydrogenphosphat und 2,5 g Glucose-Monohydrat auf 1 | dest.
Wasser.

e Ldsung zur Simulation von Wundsekret als Belastung: Minimal Essential Medium
Eagle (MEM) mit Earle's salts und L-glutamine (PAA Laboratories GmbH, Célbe),
erganzt mit 10 % FBS (fetales bovines Serumalbumin, GIBCO Life Technologies
GmbH Karlsruhe).

e Zusatzliche Belastung mit 1 % Blut entspricht der Wundsekretsimulationslésung mit
Zusatz von humanem Erythrozytenkonzentrat SAGM und depletierten Leukozyten
Lot:3775 08D03 REF:LQT 7297LC, AB+ 0801050410, zur Verfigung gestellt vom
Institut fir Immunologie und Transfusionsmedizin, Abteilung Transfusionsmedizin

der Universitatsmedizin Greifswald.

Neutralisationsmedien:

e Neutralisationsmedium bei Testung von S. aureus, S. epidermidis, E. faecium und
C. albicans: 4 % Tween 80, 3 % Saponin, 0,4 % Lecithin und 1 % SDS (Sodium-
dodecyl-sulfate) in 1 | dest. Wasser.
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e Neutralisationsmedium bei Testung von P. aeruginosa und S. marcescens: 30 g
CSL mit Zusatz von 30 g Tween 80, 30 g Saponin, 1 g Histidin und 1 g Cystein auf
1 | dest. Wasser.

Probenrdhrchen:

e Greiner Probenrdhrchen mit Stehrand, steril, mit 50 ml Fassungsvermdgen (Greiner
Bio-One GmbH Frickenhausen).

e Sarstedt Schraubrdhren, steril, mit 15 ml Fassungsvermégen, 120 mm x 17 mm mit
Spitzboden (Sarstedt AG & Co NUmbrecht).

Pruforganismen:

S. aureus (ATCC 6538), S. epidermidis (ATCC 12228), E. faecium (ATCC 6057),
P. aeruginosa (ATCC 15442), S. marcescens (ATCC 13880) und C. albicans (ATCC
10231).

Prufkorper:

e Metallplattchen: kreisférmig mit 2 cm Durchmesser und 1,5 mm Starke, aus
nichtrostendem Stahl (NIROSTA) 1.4301 nach EN 10088-1 mit einer
Oberflachengite der Qualitdt 2B auf Ober- und Unterseite gemaB den
Anforderungen der EN 10088-2 (Cziotec GmbH Greifswald).

e Glasplatichen: Objekttrager 76 mm x 26 mm, gebrauchsfertig (Menzel-Glaser,
Glasbearbeitungswerk GmbH & Co. KG Braunschweig). Die Objekttrager
entsprechen der ISO Norm 8037/ und haben die Standardstarke von 1 mm. Sie
wurden auf die Gr6Be von 26 mm x 26 mm zugeschnitten.

e Kunststoffobjekttrager: kreisférmige Scheiben mit einem Durchmesser von
12,7 mm. Die Coupons bestehen aus Polycarbonat und werden fir den CDC-
Biofilmreaktor verwendet (RD 128-PC, Qty: 24 ea, BioSurface Technologies Corp.
Montana, USA).

Prifsubstanzen (zur Verfligung gestellt durch die Firma Schilke & Mayr GmbH

Norderstedt):

e QOctenidingel mit 0,1 %, 0,05 %, 0,02 %, 0,01 % bzw. 0,005 % Oct. Weitere
Inhaltsstoffe: 2,85 % Glycerol 85 %, 94,65 % VE-Wasser (vollentsalztes Wasser),
2,5 % Hydroxyethylcellulose.

e Polihexanidgel mit 0,02 % PHMB. Weitere Inhaltsstoffe: 2,85 % Glycerol 85 %,
94,65 % VE-Wasser, 2,5 % Hydroxyethylcellulose.
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e Placebo: Gelgrundsubstanz ohne zusatzlichen antiseptischen Wirkstoff: 2,85 %
Glycerol 85 %, 94,65 % VE-Wasser, 2,5 % Hydroxyethylcellulose.

2.1.2 Methoden
Das in der Studie entwickelte praxisnahe Testverfahren orientiert sich z. T. an den

Vorgaben der EN 13697 und EN 14561. Die Grundlage bildet der quantitative
Suspensionstest, der zur Bestimmung der mikrobioziden Wirksamkeit von
Desinfektionsmitteln und Antiseptika entsprechend der EN 13727 und EN 13624
empfohlen wird. Als Wirkungskriterium dient die in Logarithmusstufen zur Basis 10
angegebene Reduktion der Kolonie bildenden Einheiten, die durch die Prifsubstanz
erreicht wird. Je nach Belastung und Testorganismus wird eine Reduktion zwischen 3
bis 5 Ig gefordert, was einer Verminderung der Koloniezahl um 99,9 % bis 99,999 %
entspricht (Steinhauer 2006).

Wahrend in der Phase 1-Prufung lediglich die prinzipielle Wirksamkeit geprift wird,
bezieht man in der Phase 2-Priifung organische Belastung mit ein (Phase 2/Stufe 1).
Des Weiteren nutzt man hier Prufkérper oder Testflachen (Phase 2/Stufe 2), um die
Anwendung mdglichst praxisnah zu simulieren (Steinhauer 2006). Um ein groBes
Erregerspekirum  darzustellen, werden Referenzstdmme von Gram-positiven
(S. aureus) sowie Gram-negativen (P. aeruginosa) Bakterien verwendet. Die Versuche
mit der Hefe C. albicans dienen der Einschatzung der levuroziden Wirkung (Steinhauer
2006, Gebel et al. 2008).

Herstellung der Erregersuspension: Fir die Herstellung der Stammkultur wurde eine
geklhlte Perle mit Priforganismen des jeweiligen Prifstamms auf Blutagar
aufgetragen und dieser flr 24 h bei 36 + 1 °C bebritet. Danach wurde aus dieser
Stammkultur eine Kolonie abgenommen, diese auf Blutagar Uberimpft und fir 24 h bei
36 + 1 °C bebritet. Die so entstandene Subkultur wurde als Arbeitskultur fur den
jeweiligen Versuchstag verwendet und jeweils frisch 1 d zuvor angesetzt.

Fir die Versuchsreihe ohne Belastung wurden 30 ml CSL mit 4 Kolonien der Subkultur
beimpft und die Suspension erneut fir 24 h bei 36 + 1 °C bebritet. Vor
Versuchsbeginn wurde die Suspension verdinnt, indem 1 ml der Erregerldsung mit
9 ml Trypton-NaCl versetzt wurde. Parallel erfolgte fir das Modell mit Belastung ein
Ansatz in MEM mit Earle’s salts und L-glutamine, erganzt mit 10 % FBS. In einer
weiteren Versuchsreihe wurden etwa 30 min vor Versuchsbeginn zusatzlich humane

Erythrozyten zugegeben, so dass sich eine Blutbelastung von 1 % ergab.
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Kontrolle der Erregerzahl und Ermittlung der AKZ: Um zu gewahrleisten dass die
Versuche mit einer ausreichenden Erregerzahl von etwa 10%® bis 10° KbE/ml
durchgefthrt wurden, erfolgte die Kontrolle mittels mehrfacher Verdinnungen in
Trypton-NaCl. Jeweils 0,1 ml der Verdiinnungen 10° 107 und 10® wurden im
Doppelverfahren auf den fur den spezifischen Erreger zu verwendenden Agar
ausplattiert und fiir 48 h bei 36 + 1 °C im Brutschrank bebritet. Danach wurden die

Kolonien ausgezahlt und die AKZ berechnet.

Auswertung der Agarplatten: Generell wurden fir die Versuche nur Agarplatten mit
einer KbE-Anzahl zwischen 15 und 300 bei der Auswertung berlcksichtigt. Das
gewichtete Mittel der aufeinanderfolgenden Verdinnungen wurde wie folgt bestimmt:

c

G ¢
(n, +0.,1n,)d

C = gewichtetes Mittel

¢ = Summe der Kolonien auf allen ausgewerteten Nahrbdden

n; = Anzahl der ausgewerteten Nahrbdden mit der ersten Verdiinnung
n, = Anzahl der ausgewerteten Nahrbdden mit der zweiten Verdiinnung
d = Verdinnungsfaktor der ersten ausgewerteten Verdiinnung

2.1.3 Versuchsdurchfiihrung
Validierungstests: Um die Neutralisation zu kontrollieren wurden 8 ml

Neutralisationsmittel mit 0,5 ml PrlOfsubstanz der héchsten Konzentration vermischt
und danach 1 ml der Erregersuspension hinzugefiigt. Nach 5 min + 30 s wurden
diesem Gemisch 0,1 ml enthommen und mit 10 ml Trypton-NaCl vermischt. Von den
Verdinnungen 10, 107 und 10® wurden jeweils 0,1 ml entnommen und im
Doppelverfahren auf CSA/Sabouraud-Agar ausplattiert. Nach 48 h bei 36 + 1 °C
Bebrlitung erfolgte das Auszdhlen der KbE im Vergleich zur Kontrolle ohne
Prifsubstanz.

Um zu prifen ob das Ruckgewinnungsverfahren (Abschwemmen der Erreger vom
Prifkdrper mittels etwa 5 ml Glasperlen) konstante Ergebnisse liefert, wurden in
Vorversuchen 40 Metallplattchen (nach unten genanntem Vorgehen) mit der
Erregersuspension (S. aureus) kontaminiert, abgeschwemmt, ausplattiert und die
Anzahl der KbE ermittelt.
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Versuchsdurchfithrung auf  Metallplattchen im  Hauptversuch (alle
Priforganismen): Die Lagerung der Metallplattchen erfolgte wahrend des Versuchs in
Petrischalen. Mittels Pipette wurden 0,05 ml der Erregersuspension auf jedes
Metallplattchen aufgetragen, gleichmaBig verteilt und unter Laminar air flow vollstéandig
fir die Dauer von max. 60 min getrocknet. Danach wurden 0,25 g der Prifsubstanz auf
jedes Metallplattchen aufgetragen und so verstrichen, dass die Erreger vollstéandig
bedeckt waren. Parallel wurde als Kontrolle anstelle der Prifsubstanz die
Gelgrundsubstanz verwendet und ebenso verfahren. Ein Ansatz, in dem nur die
Suspension auf die Plattchen pipettiert wurde (Negativkontrolle), lief parallel mit. Nach
Ablauf der Einwirkzeiten von 5 min, 30 min, 3 h, 10 h und 24 h wurden die Plattchen
aller Ansatzvarianten in Greiner-Rdhrchen Uberfihrt, die zuvor mit etwa 5 ml
Glasperlen und 10 ml Neutralisationsmittel beflllt wurden. Das Metallplatichen wurde
so platziert, dass die kontaminierte Oberflache nach unten zeigte und sich auf den
Glasperlen frei in der Horizontalen bewegen konnte. Daraufhin erfolgte das Schiitteln
der Réhrchen fiir 2 min auf dem Vortexer®, um die Priiforganismen von dem Priifkérper

in das Neutralisationsmedium zu Uberfiihren.

Nach einer Neutralisationszeit von 5 min wurde je 1 ml des Prifsubstanz-
Neutralisations-Gemisches entnommen und mit 9 ml Trypton-NaCl verdinnt. Auf diese
Weise wurden noch weitere Verdinnungsstufen angelegt, um die Auszahlbarkeit der
Platten zu gewahrleisten. Von dem Priifsubstanz-Neutralisations-Gemisch sowie den
verschiedenen Verdinnungsstufen wurden je 0,1 ml auf CSA/Sabouraud-Agar im
Doppelverfahren ausplattiert, 48 h bei 36 + 1 °C bebritet und danach die KbE
ausgezahlt.

Die Berechnung des Reduktionsfaktors (nach der Einwirkzeit t) erfolgte aus dem
arithmetischen Mittel von (2)3 - 7 Werten nach folgender Formel:

RFi=1g (KbE 1) - Ig (KbE 2)

KbE 1 Anzahl der KbE ohne Einwirkung der Prifsubstanz (Gelgrundsubstanz,
Placebo)

KbE 2 Anzahl der KbE nach Einwirkung der Priifsubstanz

Versuchsdurchfithrung mit erhéhter Ausgangskoloniezahl (S. aureus,
P. aeruginosa): Fir S. aureus und P. aeruginosa wurde in einer weiteren
Versuchsreihe ohne Belastung die AKZ erhéht, um eine héhere Erregerrickgewinnung
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zu gewahrleisten. Des Weiteren sollte so die Verdnderung der Wirksamkeit der
Prifsubstanz in Anwesenheit einer erhéhten Erregerkonzentration dargestellt werden.

Versuchsdurchfihrung mit unvollstandiger Trocknung (P. aeruginosa): Fir
P. aeruginosa (Belastung durch MEM, 10 % FBS und 1 % Ery) wurden zuséatzlich
Versuchsreihen durchgefiihrt, bei denen die Erregersuspension nur unvollstandig bis
gar nicht auf dem Objekttrager getrocknet war, um auch hier eine bessere
RlUckgewinnung zu erreichen. AuBBerdem sollte der Test den Einfluss der Trocknung
auf die unterschiedliche Anzahl zurickgewonnener KbE nachweisen.

Versuchsdurchfiihrung mit unterschiedlichen Priifkérpern (P. aeruginosa): Ein
weiteres Modell beschéftigte sich mit der Rulckgewinnung von P. aeruginosa
(Belastung durch MEM, 10 % FBS und 1 % Ery) von unterschiedlichen Prifkérpern, da
dieser Erreger im Vergleich zu den anderen Priforganismen nur in geringerer Zahl
zurickgewonnen werden konnte. Die Herstellung der Erregersuspension erfolgte
hierfir in gleicher Weise wie bei den vorangegangenen Tests. Als Objekttrager dienten
Metall, Kunststoff und Glas. Es wurden wiederum je 0,05 ml der Erregersuspension auf
die Objekttrager pipettiert, diese vollstandig getrocknet und mit 0,25 g der
Gelgrundsubstanz (berschichtet. Nach 5 min, 30 min und 3 h erfolgte das
Abschwemmen der Gemische vom Prifkdrper. Da der Objekttrager aus Glas zu groB3
war, um sich im Greiner-Réhrchen ausreichend zu bewegen, wurde dieser in einem
sterilen Becherglas mit Glasperlen und dem gleichen Neutralisationsmittelvolumen
(10 ml) abgeschwemmt. Des Weiteren wurden die Objekttrager nach dem
Abschwemmen aseptisch aus dem Réhrchen enthommen und mit einem Tupfer die
gesamte Oberflache abgestrichen. Das Material vom Tupfer wurde nun auf CSA
ausgestrichen, ebenfalls bebritet und die Anzahl der Kolonien ermittelt.

2.2 Ergebnisse

2.2.1 Validierungsversuche

Eine Antrocknungszeit von max. 60 min wurde vorgegeben, um ein Absterben der
Erreger durch den Trocknungsprozess zu minimieren. Das Auftragen von 0,05 mi
Erregersuspension erwies sich im Bezug auf die Trocknungszeit von max. 60 min und
das Uberschichten durch die Priifsubstanz als geeignete Menge gemaB EN 13697. Mit
0,25 g der Prifsubstanz konnte in Vortests eine Menge ermittelt werden, die
ausreichend auf den angetrockneten Erregern verstrichen werden konnte, aber nicht
Uber den Rand des Prifkérpers hinaus lief.
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Eine Fullhéhe der Glasperlen von etwa 5 ml im Greiner-Rbéhrchen zeigte sich in
Vorversuchen ausreichend, um das Plattchen im Proberdhrchen auch bei Drehung in
unterschiedlichen Ebenen ausreichend zu umschlieBen und somit eine

Erregerabschwemmung kontinuierlich zu gewahrleisten.

Im Vorversuch wurde die Rlckgewinnung der Erreger von 20 Metallobjekttragern
(beschickt mit S. aureus) geprift. Der Mittelwert der Erreger, die durch Abschwemmen
nach der Trocknung zuriickgewonnen werden konnten, betrug 7,9 Ig-Stufen pro ml mit
einer Standardabweichung von 0,09 Ig. Somit liefert diese Technik der
Erregerrickgewinnung hinreichend konstante Ergebnisse bezogen auf die
verfahrensspezifischen Schwankungen.

Die Rulckgewinnungsmenge der Priforganismen von den Prifkérpern nach
Uberschichtung mit der Gelgrundsubstanz (Placebo) unterschied sich erregerabhangig
um bis zu 1,8 Ig (C. albicans) im Vergleich zur AKZ ohne Belastung (Tab. 2). Jedoch
differierte die Rickgewinnungsrate nicht nur abhangig vom Priforganismus, sondern
unterschied sich auch ohne und mit Belastung bei derselben Spezies (Tab. 2, 3, 4). Die
Rackgewinnungsrate reduzierte sich erregerabhangig z. T. mit zunehmender
Belastung um max. 2,7 Ig (Tab. 4). Die konstanteste und insgesamt mit dem geringsten
Verlust zu verzeichnende Rickgewinnung auch mit Belastung zeigte sich bei
S. epidermidis und E. faecium, die stérksten Schwankungen in Abh&ngigkeit von der
Belastung waren bei S. marcescens, P. aeruginosa und C. albicans darstellbar (Tab. 2,
3, 4). Die Ruckgewinnung von P. aeruginosa war im Test mit Ery (feucht, trocken,
halbtrocken) bei feuchter Suspension am besten (Tab. 4).

Starke zeitabhangige Schwankungen zeigten sich im Versuch ohne Belastung z. B. bei
S. marcescens. Nach 24 h war die Ruckgewinnung um 1,7 Ig héher als nach 5 min
(Tab. 2). Nahezu einheitlich war bei allen Priforganismen die zunehmende
RlUckgewinnungsrate mit zunehmender Zeitdauer der Exposition insbesondere im
Ansatz mit MEM und 10 % FBS (Tab. 2, 3, 4).
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Tab. 2: Rickgewinnung von Erregern aus der Gelgrundsubstanz ohne Belastung,

ausgedrickt als Differenz (in Ig-Stufen + Standardabweichung) zwischen AKZ und

rickgewonnener KbE-Zahl

CSL C. albicans E. faecium S. aureus
AKZ 8,8 + 0,13 Ig AKZ 9,5 + 0,11 Ig AKZ 8,2 + 0,20 Ig

5 min 1,8 £0,58 0,8+0,13 0,5+0,34

30 min 1,0£0,33 0,7 £0,11 0,5+0,29

3h 0,9+0,40 0,8+0,14 0,3+0,33

10 h 0,6 +0,35 0,7 +£0,10 -0,3+0,19

24 h 0,2+0,23 0,7 £0,24 -0,7 £0,40

CSL S. epidermidis S.marcescens P. aeruginosa
AKZ 8,8 + 0,12 1g AKZ 9,7 + 0,19 1g AKZ 8,8 + 0,23 Ig

5 min 0,5+0,28 1,0+£0,12 0,7 £0,27

30 min 0,4+0,16 0,8+0,29 0,7 £0,27

3h 0,2+0,14 1,0+£0,12 0,7 +£0,23

10 h -0,1 £0,09 -0,6 £0,34 0,0 £0,27

24 h -0,2+0,12 -0,7 £ 0,21 -0,7 £0,23

Tab. 3: Rickgewinnung von Erregern aus der Gelgrundsubstanz bei Belastung mit

MEM + 10 % FBS, ausgedrickt als Differenz (in Ig-Stufen + Standardabweichung)

zwischen AKZ und rickgewonnener KbE-Zahl

MEM + C. albicans E. faecium S. aureus

10 % FBS AKZ 8,8 + 0,11 Ig AKZ 8,4 + 0,34 Ig AKZ 8,1 + 0,07 Ig
5 min 1,5+0,19 0,9 +0,31 1,3+0,30

30 min 1,0 £0,09 0,6 £0,26 1,4 +0,53

3h 1,0 £ 0,09 0,6 £0,20 1,1+0,48

10 h 0,6 £0,14 0,5+0,18 0,6 £0,12

24 h 0,3+0,10 0,7 £0,33 -0,6 £0,14
MEM + S. epidermidis S. marcescens P. aeruginosa
10 % FBS AKZ 8,3 + 0,25 Ig AKZ 8,9 + 0,13 Ig AKZ 8,2 + 0,52 Ig
5 min 0,5+0,09 2,1 £0,58 1,5+0,97

30 min 0,5+0,12 1,8 £0,22 1,6 £1,02
3h 0,5+0,12 2,3+£0,30 1,5+0,96

10 h 0,5+0,07 1,1+0,22 0,8+0,74

24 h 0.7+0,16 -0,5+0,12 -0,8 £0,48
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Tab. 4: Riuckgewinnung von Erregern aus der Gelgrundsubstanz bei Belastung mit

MEM + 10%
Standardabweichung) zwischen AKZ und riickgewonnener KbE-Zahl

FBS + 1

% Ery,

ausgedrlickt als Differenz

(in lg-Stufen +

MEM + C. albicans E. faecium S. aureus S. epidermidis
10 % FBS AKZ 9,0 + AKZ 8,0 + AKZ 8,0 + AKZ 8,3 +
+1%Ery 0,00 Ig 0,23 Ig 0,01 Ig 0,03 Ig
30 min 0,3+0,00 0,4 +0,21 0,8 £ 0,07 0,1 £0,14
3h 0,2 +£0,00 0,5+0,32 0,6 £0,03 0,0 £0,04
10h 0,2 +£0,00 0,2+0,11 -0,4 £ 0,20 -0,1+£0,13
24 h 0,0 £0,00 0,0+0,10 -0,9 £0,27 -0,3+0,38
MEM + S. marcescens P. aeruginosa P. aeruginosa P. aeruginosa
10 % FBS AKZ 9,0 + trocken feucht halb trocken
+1%Ery 0,00 Ig AKZ 8,5 + AKZ 9,6 + AKZ 9,5 +
0,73 lg 0,11 lg 0,20 Ig
30 min 2,2+0,62 2,5+0,61 0,3 £ 0,01 0,9+0,76
3h 2,3+0,60 2,7+1.25 0,1 £0,04 0,2 £ 0,21
10h 1,0£0,26 1,9+1,48 -0,1+£0,07 0,1 +0,13
24 h 1,2+0,81 -0,5+1,23 -0,2 £ 0,09 -0,1 £ 0,06

Zusétzlich zu dem metallischen Prifkérper wurde die Rickgewinnbarkeit von
P. aeruginosa auf Prifkérpern aus Glas und Kunststoff untersucht. AuBerdem wurde
ein Abstrich angefertigt, der nach dem Abschwemmen auf dem Objekttrédger
verbliebene Erreger erfasst.

Die Erregersuspension verteilte sich auf dem Glasobjekttrager gleichmaBiger und
trocknete schneller. Die verhaltnismaBig unebene Oberflache des Kunststoffs flhrte
zur Tropfenbildung der Suspension. Eine verlangerte Trocknungszeit war festzustellen.
Durch die ungleichmaBige Verteilung der Erregersuspension entstanden auf dem
Prafkodrper Bereiche mit besonders hoher Erregerdichte.

Auch bei diesen beiden Materialien war ein Erregerverlust nach Rickgewinnung
feststellbar. Hierbei zeigte der Glasobjekttrager die schlechteste Riickgewinnungsrate,
Der
Kunststoffobjekttrager zeigte eine ahnliche Verlustrate nach dem Abschwemmen wie

jedoch waren im Abstrich nur noch wenige Erreger nachweisbar.

der Metallprifkérper bei deutlich héherem Verbleib von Erregern auf der

Testoberflache nach der Rickgewinnung (Abstrich; Tab. 5).
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Tab. 5: Ruckgewinnung von Erregern bei Belastung (MEM + 10 % FBS + 1 % Ery) von
verschiedenen Objekttragern, ausgedrickt als Differenz (in Ig-Stufen +
Standardabweichung) zwischen AKZ und riickgewonnener KbE-Zahl und Anzahl der
KbE im Objekttragerabstrich nach Abschwemmung (P. aeruginosa)

MEM Metall Kunststoff Glas

+10 % FBS AKZ 9,4 + 0,00 AKZ 9,5 £ 0,00 AKZ 9,5 + 0,00

+1%Ery RF Abstrich RF Abstrich RF Abstrich
(KbE) (KbE) (KbE)

5 min 1,6 +0,07 37 1,6 +0,10 183 2,8+0,09 7

30 min 2,1+0,16 14 2,1+0,12 41 2,9+0,08 5

3h 2,3+0,10 7 2,5+0,35 441 3,4+0,15 7

Far alle Erreger wurde beobachtet, dass die Erregersuspension nach dem Auftragen
des Octenidingels mit hdherer Konzentration nach einigen Minuten eine Phasengrenze
bildete. Bei niedrigeren Octenidinkonzentrationen bildeten die Erregersuspension und
das Prifgel eine optisch homogene Masse ohne sichtbare Phasentrennung.

Die Neutralisationsmedien konnten fir jeden Erreger als nicht toxisch bzw. gegeniber
der Prufsubstanz als neutralisierend bestatigt werden.

Prifkriterien:  Ziel der  Studie war es, Wundgele verschiedener
Octenidinkonzentrationen gegen Gram-positive und Gram-negative Bakterien sowie
gegen C. albicans im Vergleich zu 0,02 % PHMB zu testen. Als Kriterium flir eine
ausreichende Wirksamkeit wurde in Analogie zum quantitativen Suspensionstest
(Pitten et al. 2003) ohne Belastung ein RF > 5 Ig bei Bakterien und > 4 Ig bei
C. albicans, bei Belastung (MEM und 10 % FBS sowie zusatzlich 1 % Ery) fur alle
Priforganismen ein RF > 3 Ig zugrunde gelegt.

2.2.2 Ergebnisse im Hauptversuch
Die nachfolgenden Tabellen enthalten die RF in Ig, die von den Prifsubstanzen

bezogen auf die Gelgrundsubstanz erreicht wurden. Neben dem mittleren
Reduktionsfaktor ist jeweils die Standardabweichung dargestellt. Die Zahlenwerte sind
als Logarithmus zur Basis 10 der KbE per 0,05 ml angegeben. Die Anzahl (n) der
Einzelversuche ist jeweils aufgeflhrt.
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Die Plus- und Minussymbole kennzeichnen die Ergebnisse der Einzelversuche mit

folgender Bedeutung:

++ Alle Versuche erreichten die geforderte Ig-Stufen-Reduktion.
+ Die Mehrzahl der Versuche erreichte die geforderte Ig-Stufen-Reduktion.
+ Die Anzahl der Versuche, die die Reduktion erreichte, entspricht der Anzahl

der Versuche, die die Reduktion nicht erreichte.

- Die Mehrzahl der Versuche erreichte die geforderte Ig-Stufen-Reduktion nicht.

-- Kein Versuch erreichte die geforderte Reduktion.

Wirksamkeit gegen S. aureus: Fir Octenidingel 0,005 % und Polihexanidgel wurde

im Versuchsmodell ohne Belastung nach 10 h der geforderte RF > 5 Ig-Stufen ermittelt

(Tab. 6, Abb. 1).

Tab. 6: Mittelwerte und Standardabweichung der Reduktionsfaktoren angegeben in Ig-
Stufen fir S. aureus ohne Belastung (AKZ 8,2 + 0,20 Ig)

Prifsubstanz | 5 min (x) 30 min (x) 3 h(x) 10 h 24 h

Oct 0,1 % >44+0147 | >45+0,15" | >46+0,17" | >52+0,10" | >5,7 £ 0,21
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3

Oct 0,05 % 32+1,267 | >45+0,15" | >4,6+0,17" | >5,2+0,10" | 5,7 £0,21™
n=6 n=3 n=3 n=3 n=3

Oct 0,02 % 33+1,347 | >45+0,15" | >4,6+0,17" | >5,2+0,10" | 5,7 £0,21™
n=6 n=3 n=3 n=3 n=3

Oct 0,01 % 244098 | >45+0,15" | >4,6+0,17" | >5,2+0,10" | 5,7 £0,21™
n=4 n=3 n=3 n=3 n=3

Oct 0,005 % 0,8+0,95 | >45+0,15" | >4,6+0,17" | >5,2+0,10" | >5,7 £0,21™
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3

PHMB 0,02% | -0,1+0,14" | 0,5+0,117 | 28+0,317 | >5,2+0,10" | >5,7+0,21*"
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3

Negativ- 02+036" | 0,6+0,67 | 0,5+0,19” 1,0 £0,287 1,4 £0,307

kontrolle n=4 n=4 n=3 n=3 n=3

(x): Die Riickgewinnungsrate in der Gelgrundsubstanz war < 5 Ig

29




~

O0ct 0,1 %

w 6
§ B Oct 0,05 %
@5
= M OOct 0,02 %
c 41
o
S 3 OOct 0,01 %
©
'Z: o 1 B Oct 0,005 %
o
% 1 H O PHMB 0,02 %
o
£ 0+ L -
o B Negativ-

’ 5 min 30 min 3h 10 h 24 h kontrolle

Einwirkzeit

Abb. 1: Reduktionsfaktoren fir S. aureus ohne Belastung, grafische Darstellung der
Ergebnisse aus Tab. 6

Da die Rickgewinnung nach 5 min, 30 min und 3 h nicht ausreichte, um eine Ig-Stufen-
Reduktion > 5 Ig darzustellen, wurde der Versuch mit einer um 0,9 Ig-Stufen erhéhten
AKZ wiederholt. Hierbei konnte fur Oct 0,01 % nach 3 h eine ausreichende
Wirksamkeit nachgewiesen werden (Tab. 7, Abb. 2).

Tab. 7: Mittelwerte und Standardabweichung der Reduktionsfaktoren angegeben in Ig-
Stufen flr S. aureus ohne Belastung bei erhdhter AKZ (AKZ 9,1 + 0,13 Ig)

Prifsubstanz 5 min 30 min 3h
Oct 0,1 % 2,1£1,09” 4,4 +125 >5,8+0,13""
n=5 n=5 n=3
Oct 0,05% - 3,3+1,72 >5,8+0,13""
n=5 n=3
Oct 0,02 % - 2,9+0,94" >5,8+0,13""
n=5 n=3
Oct 0,01 % - 1,7+£0,46 >5,8+0,13""
n=5 n=3
Oct 0,005 % - 1,3+0,50° 2,6 +0,49”
n=3 n=3
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Abb. 2: Reduktionsfaktoren fiir S. aureus ohne Belastung mit erhdéhter AKZ, grafische

Darstellung der Ergebnisse aus Tab. 7

Mit Belastung (MEM und 10 % FBS) konnte fir Oct 0,005 % nach 5 min die geforderte
Reduktion von > 3 Ig-Stufen ermittelt werden. Fir PHMB wurde eine Reduktion > 3 Ig-
Stufen nach 3 h beobachtet (Tab. 8, Abb. 3).

Tab. 8: Mittelwerte und Standardabweichung der Reduktionsfaktoren angegeben in Ig-
Stufen fur S. aureus mit Belastung (AKZ 8,1 £ 0,07 1g)

Priifsubstanz 5 min 30 min 3h 10 h 24 h

+ MEM

+ 10 % FBS

Oct 0,1 % >3,56+045" | >3,4+0,57" | >3,7+0,59"" | >4,2+0,19"" | >5,4 +0,22""
n=3 n=4 n=4 n=3 n=3

Oct 0,05 % >3,56+045" | >3,4+0,57" | >3,740,59"" | >4,2+0,19"" | >5,4 +0,22""
n=3 n=4 n=4 n=3 n=3

Oct 0,02 % >3,56+045" | >3,4+0,57" | >3,7+0,59"" | >4,2+0,19"" | >5,4 +0,22""
n=3 n=4 n=4 n=3 n=3

Oct 0,01 % >3,56+045" | >3,4+0,57" | >3,7+0,59"" | >4,2+0,19"" | >5,4 +0,22""
n=3 n=4 n=4 n=3 n=3

Oct 0,005 % 3,1+0,73" | >34+0,57" | >3,7+0,59™ | >4,2+0,19" | 554 +0,22""
n=6 n=4 n=4 n=3 n=3

PHMB 0,02% | 0,6 +0,41” 1,8+1,27 | >3,7+0,59" | >4,2+0,19" | >5,4 £0,22""
n=3 n=4 n=4 n=3 n=3

Negativ- 0,0 £0,35” 0,7+0,47 0,5+£0,36~ 0,8 £0,54° 2,210,397

kontrolle n=4 n=4 n=4 n=3 n=3
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Abb. 3: Reduktionsfaktoren flr S. aureus mit Belastung (MEM + 10 % FBS), grafische
Darstellung der Ergebnisse aus Tab. 8

Durch Oct 0,01 % und PHMB konnte mit Belastung (MEM und 10 % FBS) sowie Ery-
Zusatz nach 30 min eine ausreichende Reduktion dargestellt werden (Tab. 9, Abb. 4).

Tab. 9: Mittelwerte und Standardabweichung der Reduktionsfaktoren angegeben in Ig-
Stufen flr S. aureus mit Belastung zzgl. Ery (AKZ 8,0 + 0,01 Ig)

Prifsubstanz 30 min 3h 10 h 24 h

+ MEM + 10 %

FBS + 1 % Ery

Oct 0,01 % >3,9 +0,09** >4,1 +0,04* >5,2+0,21* >5,6 +0,28"*
n=2 n=2 n=2 n=2

PHMB 0,02 % >3,9 +0,09** >4,1 +0,04* >5,2+0,21* >5,6 +0,28"*
n=2 n=2 n=2 n=2

Negativ- 0,2 +£0,33" 0,5%+0,10" 1,9+0,07° 3,6 £0,74"

kontrolle n=2 n=2 n=2 n=2
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Abb. 4: Reduktionsfaktoren fur S. aureus mit Belastung (MEM + 10 % FBS + 1 % Ery),
grafische Darstellung der Ergebnisse aus Tab. 9

Wirksamkeit gegen S. epidermidis: Im Versuch ohne Belastung konnte fir Oct
0,005 % nach 10 h, fir Oct 0,02 % nach 3 h und fir Oct 0,1 % nach 30 min ein RF > 5
beobachtet werden. Durch PHMB wurde der vorgegebene Reduktionsfaktor von
mindestens 5 Ig-Stufen dagegen nicht erreicht (Tab. 10, Abb. 5).

33



Tab. 10: Mittelwerte und Standardabweichung der Reduktionsfaktoren angegeben in
lg-Stufen fir S. epidermidis ohne Belastung (AKZ 8,8 + 0,12 Ig)

Prifsubstanz 5 min (x) 30 min 3h 10 h 24 h

Oct 0,1 % >5,0+0,13" | >5,1£0,15" | >5,3+0,10" | >5,7 £ 0,09 | 5,7 £ 0,12""
n=7 n=3 n=3 n=3 n=3

Oct 0,05 % 4,0 +1,48* 45+119 | >53+0,10" | >5,7+0,09" | >5,7 +0,12*"
n=6 n=4 n=3 n=3 n=3

Oct 0,02 % 3,0£1,39” 42+1,73 | >53+0,10" | >5,7+0,09" | >5,7+0,12*"
n=4 n=4 n=3 n=3 n=3

Oct 0,01 % 2,7 £0,29” 3,1 £1,37° 3,8+1,34° | >5,7+0,09" | >5,7£0,12"
n=3 n=6 n=6 n=3 n=3

Oct 0,005 % 1,6 £0,69° 1,5+0,127 3,9+1,60 | >5,7+0,09" | >5,7+0,12"
n=4 n=3 n=6 n=3 n=3

PHMB 0,02 % | 0,2+0,20" 0,4 £0,29” 0,6 £0,12° 0,9+0,06” 1,1+£0,327
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3

Negativ- 0,1+£0,117 0,3+£0,117 0,2+0,117 0,4 £0,05” 0,4 £0,247

kontrolle n=4 n=4 n=4 n=3 n=3

(x): Die Riickgewinnungsrate in der Gelgrundsubstanz war < 5 Ig
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Abb. 5: Reduktionsfaktoren fiir S. epidermidis ohne Belastung, grafische Darstellung
der Ergebnisse aus Tab. 10

Mit Belastung wurde fir Oct 0,005 % nach 30 min, Oct 0,02 % nach 5 min und PHMB
nach 10 h eine ausreichende Wirksamkeit bestatigt (Tab. 11, Abb. 6).
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Tab. 11: Mittelwerte und Standardabweichung der Reduktionsfaktoren angegeben in

lg-Stufen fir S. epidermidis mit Belastung (AKZ 8,3 £ 0,25 Ig)

Prifsubstanz 5 min 30 min 3h 10 h 24 h

+ MEM

+10 % FBS

Oct 0,1 % >4,4+0,22"" | >4,4+0,17"" | >4,4+0,16" | >4,4 +0,28"" | >4,2 +0,14""
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3

Oct 0,05 % 3,3+0,80% |>44+017" | >44+0,16™ | >4,4+0,28™ | >42+0,14™
n=4 n=3 n=3 n=3 n=3

Oct 0,02 % 3,0+099 |>44+017" | >4,4+0,16" | >4,4+0,28™ | >4,2+0,14™
n=4 n=3 n=3 n=3 n=3

Oct 0,01 % 21+061° |>44+017" | >44+0,16™ | >4,4+0,28™ | >42+0,14™
n=4 n=3 n=3 n=3 n=3

Oct 0,005 % 1,3+1,017 4,0+1,03" 41+1,00" | >4,4+028" | >42+0,14™
n=4 n=6 n=6 n=3 n=3

PHMB 0,02 % 0,6 £0,34" 2,0+0,66" 24+040° | >4,4+028" | >42+0,14"
n=3 n=4 n=3 n=3 n=3

Negativ- 0,0 £0,04" 0,0 £0,03" -0,1 +£0,06™ 0,1+0,127 0,3+0,51

kontrolle n=4 n=4 n=4 n=3 n=3
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w g
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X B Oct 0,05 %

D 5

= o OOct 0,02 %

S 4Tl |
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14 — — B PHMB 0,02 %

o

e 41

e« ' ' ' B Negativ-

g 5 min 30 min 3h 10 h 24 h kontrolle
Einwirkzeit

Abb. 6: Reduktionsfaktoren fir S. epidermidis mit Belastung (MEM + 10 % FBS),
grafische Darstellung der Ergebnisse aus Tab. 11
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Mit Ery-Zusatz wurde durch Oct 0,01 % nach 30 min und durch PHMB nach 3 h eine
Reduktion > 3 Ig-Stufen nachgewiesen (Tab. 12, Abb. 7).

Tab. 12: Mittelwerte und Standardabweichung der Reduktionsfaktoren angegeben in
lg-Stufen fur S. epidermidis mit Belastung zzgl. Ery (AKZ 8,3 £+ 0,03 Ig)

Prifsubstanz 30 min 3h 10 h 24 h

+ MEM + 10 %

FBS + 1 % Ery

Oct 0,01 % >5,0 +£0,00"" >4,8+0,13" >5,0 +0,12** >5,2 +0,37*
n=2 n=2 n=2 n=2

PHMB 0,02 % 1,4 +£0,25" 3,0+£1,51 >5,0 +0,12** >5,2 +0,37*
n=2 n=2 n=2 n=2

Negativ- 0,0+0,127 0,0 £0,09° 0,5%0,23" 3,2+0,08"

kontrolle n=2 n=2 n=2 n=2
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T T T ONegativ-
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Einwirkzeit
Abb. 7: Reduktionsfaktoren fir S. epidermidis mit Belastung (MEM + 10 % FBS + 1 %
Ery), grafische Darstellung der Ergebnisse aus Tab. 12
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Wirksamkeit gegen E. faecium: Der Erreger erreichte keine gentigend hohe AKZ in
der Suspension. Die Suspensionen wurden daher vor Versuchsbeginn zentrifugiert.

Gegen E. faecium konnte im Modell ohne Belastung fir Oct 0,02 % nach 24 h und fur

Oct 0,05 % nach 10 h eine Reduktion > 5 Ig-Stufen dargestellt werden. Fir PHMB
wurde die notwendige Reduktion nicht beobachtet (Tab. 13, Abb. 8).
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Tab. 13: Mittelwerte und Standardabweichung der Reduktionsfaktoren angegeben in

lg-Stufen flr E. faecium ohne Belastung (AKZ 9,5 £ 0,11 1g)

Prifsubstanz 5 min 30 min 3h 10 h 24 h
Oct 0,1 % 1,5+£0,50° | 2,1+0,37° 4,7+0,94* | >5,6+0,06" | >55+0,12""
n=4 n=3 n=6 n=3 n=3
Oct 0,05 % 1,4+£0,28° | 2,310,327 3,4+1,78 | >5,6+0,06" |>55+0,12""
n=3 n=3 n=6 n=3 n=3
Oct 0,02 % 1,4 +£0,207 1,8+0,327 | 2,3+0,92° 42+155% | >55+0,12""
n=3 n=3 n=4 n=6 n=3
Oct 0,01 % 0,7 £0,33” 1,3+0,76 2,8+1,82 3,6 +1,37 4,4 +1,66"
n=3 n=4 n=4 n=4 n=6
Oct 0,005 % 0,5+0,277 | 0,7+0,33 1,4+0,74" 1,3+0,317 29+1,81
n=3 n=3 n=4 n=3 n=4
PHMB 0,02% | 0,3+0,08° | 0,4+0,20" 0,4+0,107 0,2+0,117 0,1 +£0,08"
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
Negativ- 0,2+0,10° | -0,.3+0,23" | -0,2+0,18" -0,2+0,117 0,0 +£0,28
kontrolle n=4 n=4 n=4 n=4 n=4
7
OOct 0,1 %
'_".ﬂ 6
X B Oct 0,05 %
5
£ O0Oct 0,02 %
: . | 1
S 5 0Oct 0,01 %
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2 2 B Oct 0,005 %
o
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Einwirkzeit

Abb. 8: Reduktionsfaktoren fir E. faecium ohne Belastung, grafische Darstellung der

Ergebnisse aus Tab. 13

Im Versuch mit Belastung wurde durch Oct 0,005 % nach 10 h und durch Oct 0,01 %
nach 30 min ein RF > 3 ermittelt. PHMB war nicht ausreichend wirksam (Tab. 14,

Abb. 9).

37



Tab. 14: Mittelwerte und Standardabweichung der Reduktionsfaktoren angegeben in
lg-Stufen fir E. faecium mit Belastung (AKZ 8,4 + 0,34 Ig)

Prifsubstanz 5 min 30 min 3h 10 h 24 h
+ MEM
+10 % FBS
Oct 0,1 % 25+0527 | >4,4+0,39" | >4,4 +0,20"" | >4,5 +0,28"" | >4,3 +0,18"*
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
Oct 0,05 % 24+122 | >4,4+0,39"" | >4,4 +0,20"" | >4,5 +0,28"" | >4,3 +0,18"*
n=4 n=3 n=3 n=3 n=3
Oct 0,02 % 23+0,327 | >4,4+0,39"" | >4,4 +0,20"" | >4,5 +0,28"" | >4,3 +0,18"*
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
Oct 0,01 % 1,3+0,65" | 3,5+0,44™ | >4,4+0,20" | >4,5+0,28" | >4,3+0,18"
n=4 n=3 n=3 n=3 n=3
Oct 0,005 % 0,9+057° | 1,5+0,54" 25+120 |>45+0,28" | >4,3+0,18"
n=4 n=4 n=4 n=3 n=3
PHMB 0,02% | 0,5+0,22" | 1,1 +0,27" 1,1+0,42" 1,0+£0,85" 1,6 £0,50™
n=3 n=3 n=3 n=4 n=3
Negativ- 0,0+0,107 | 0,2+£0,27" 0,4 +0,20° 1,2+0,85" 1,5+1,33"
kontrolle n=4 n=4 n=4 n=4 n=4
7
OOct 0,1 %
w g
o)
X B Oct 0,05 %
> 5
= - OOct 0,02 %
c 4
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= . _ B Negativ-
’ 5 min 30 min 3h 10 h 24 h kontrolle
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Abb. 9: Reduktionsfaktoren fir E. faecium mit Belastung (MEM + 10 % FBS), grafische
Darstellung der Ergebnisse aus Tab. 14

Im Modell mit Belastung und 1 % Ery konnte fir 0,01 % Oct nach 3 h eine

ausreichende Wirksamkeit ermittelt werden, fir PHMB dagegen auch nicht nach der

langsten getesteten Einwirkzeit von 24 h (Tab. 15, Abb. 10).
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Tab. 15: Mittelwerte und Standardabweichung der Reduktionsfaktoren angegeben in
lg-Stufen fir E. faecium mit Belastung zzgl. Ery (AKZ 8,0 + 0,23 Ig)

Prifsubstanz 30 min 3h 10 h 24 h

+ MEM + 10 %

FBS +1 % Ery

Oct 0,01 % 2,6 £1,31 4,1+0,50" >4,6 +0,10"" >4,9 +0,12**
n=4 n=2 n=2 n=2

PHMB 0,02 % 1,0+0,37" 0,8 £0,33" 1,2+0,39” 1,2+0,59"
n=2 n=2 n=2 n=2

Negativ- 0,3+0,32" 0,2+£0,29° 0,7 £0,50° 3,4 +1,90*

kontrolle n=2 n=2 n=2 n=2

7

OOct 0,01 %

- | | mPHMB 0,02 %
0 &

T T y O Negativ-
30 min 3h 10 h 24 h kontrolle

Einwirkzeit

Reduktionsfaktoren in Ig KbE

-1

Abb. 10: Reduktionsfaktoren flr E. faecium mit Belastung (MEM + 10 % FBS + 1 %
Ery), grafische Darstellung der Ergebnisse aus Tab. 15

Wirksamkeit gegen P. aeruginosa: Im Versuch ohne Belastung war fir Oct 0,005 %

nach 24 h und fir Oct 0,01 % nach 10 h die notwendige Reduktion > 5 Ig-Stufen
darstellbar. PHMB war nicht ausreichend wirksam (Tab. 16, Abb. 11).

39



Tab. 16: Mittelwerte und Standardabweichung der Reduktionsfaktoren angegeben in

lg-Stufen fir P. aeruginosa ohne Belastung (AKZ 8,8 + 0,23 Ig)

Prifsubstanz | 5 min (x) 30 min (x) 3h(x) 10 h 24 h
Oct 0,1 % 1,0£0,43" | >4,8+0,39 | >4,8+0,36" | >5,5+0,19"" | >6,2 +£0,08™"
n=4 n=3 n=3 n=3 n=3
Oct 0,05 % 21+1,06" | >48+0,39 | >48+0,36" | >5,5+0,19" | >6,2+0,08™
n=4 n=3 n=3 n=3 n=3
Oct 0,02 % 1,5+£0,19" | 29+1,03° | >4,8+0,36" | >5,5+0,19" | >6,2+£0,08™"
n=3 n=4 n=3 n=3 n=3
Oct 0,01 % 0,7+0,33" | 2,6 +1,25" 3,9+1,01 >5,5+0,19"" | >6,2 £0,08""
n=3 n=4 n=4 n=3 n=3
Oct 0,005 % 0,4+0,13" | 1,2+042 3,1+£1,18" 4,7+1,10" 5,8+0,80"
n=3 n=3 n=4 n=6 n=4
PHMB 0,02 % | 0,4 +0,64" | 0,2+0,30" 1,2+0,83” 1,5+0,37 1,4 +0,63”
n=4 n=3 n=4 n=3 n=4
Negativ- 0,0+0,40" | -0,1+0,28" | -0,2+0,16 0,9+0,52" 3,3+2,02
kontrolle n=4 n=4 n=4 n=3 n=4
(x): Die Riickgewinnungsrate in der Gelgrundsubstanz war < 5 Ig
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Abb. 11: Reduktionsfaktoren fir P. aeruginosa ohne Belastung, grafische Darstellung

der Ergebnisse aus Tab. 16

Da die Rickgewinnung auch bei P. aeruginosa bis 3 h nicht ausreichte, um eine

Reduktion > 5 Ig-Stufen darzustellen, wurde der Versuch teilweise mit einer erhéhten
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AKZ wiederholt. Hierbei war fiir Oct bis einschlieBlich 10 h keine ausreichende
Wirksamkeit zu beobachten (Tab. 17, Abb. 12).

Tab. 17: Mittelwerte und Standardabweichung der Reduktionsfaktoren angegeben in
lg-Stufen fir P. aeruginosa ohne Belastung bei erhdhter AKZ (AKZ 10,3 + 0,43 Ig)

Prifsubstanz 30 min 3h 10 h
Oct 0,1 % 1,1 +0,55~ 2,3+1,307 2,9+2,08
n=3 n=5 n=5
Oct 0,05 % 0,8+0,56" 1,9+0,66" 2,6 +2,30
n=4 n=4 n=5
Oct 0,02 % - 1,1+0,13" 1,5+0,06”
n=3 n=3
Oct 0,01 % - - 1,0 +£0,09”
n=3
Oct 0,005 % - - 0,7 £0,14"
n=3
7
I-_g 6
¥
5
£ O0Oct 0,1 %
c 4
o
83 B Oct 0,05 %
©
g 2 ] OOct 0,02 %
€ 1
3 | . OOct 0,01 %
(]
m 0 Ll T
[o)
1 30 min 3h 10 h W Oct 0,005 %
Einwirkzeit

Abb. 12: Reduktionsfaktoren fir P. aeruginosa ohne Belastung mit erhdhter AKZ,
grafische Darstellung der Ergebnisse aus Tab. 17

Mit Belastung war Oct 0,005 % nach 3 h, Oct 0,01 % nach 30 min und PHMB nach 3 h
ausreichend wirksam (Tab. 18, Abb. 13).
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Tab. 18: Mittelwerte und Standardabweichung der Reduktionsfaktoren angegeben in

lg-Stufen fir P. aeruginosa mit Belastung (AKZ 8,2 + 0,52 Ig)

Prifsubstanz 5 min 30 min 3h 10 h 24 h
+ MEM
+10 % FBS
Oct 0,1 % 1,1+1,047 | >3,8+0,28" | >3,8+0,19™ | >4,2+0,13™ | >5,7 +0,09""
n=4 n=3 n=3 n=3 n=3
Oct 0,05 % 1,5+0,08" | >3,8+0,28" | >3,8+0,19™ | >42+0,13™ | >5,7 +0,09""
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
Oct 0,02 % 16+0,127 | >3,8+0,28" | >3,8+0,19™ | >4,2+0,13™ | >5,7 +0,09""
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
Oct 0,01 % 0,8+0,22° | 3,0+0,71" | >3,8+0,19" | >4,2+0,13"" | >5,7 £+ 0,09™
n=3 n=6 n=3 n=3 n=3
Oct 0,005 % 09+050"| 2,1+1,10 | >3,8+0,19" | >4,2+0,13"" | >5,7 £+ 0,09™
n=4 n=6 n=3 n=3 n=3
PHMB 0,02% | 0,5+0,817 | 0,9+0,147 3,0+1,12% 3,2+1,78% 3,8+2,14%
n=4 n=3 n=5 n=4 n=5
Negativ- 0,0+0,35" | 0,3+0,41" 1,1+£0,22" 28+0,77¢ 5,4 +0,68"
kontrolle n=4 n=4 n=4 n=4 n=4
7
OOct 0,1 %
w g
o)
X B Oct 0,05 %
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£ OOct 0,02 %
c 4
o
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Abb. 13: Reduktionsfaktoren fiir P. aeruginosa mit Belastung (MEM + 10 % FBS),
grafische Darstellung der Ergebnisse aus Tab. 18

Mit Ery-Zusatz war fir beide Wirkstoffe nach 10 h eine ausreichende Reduktion
nachweisbar (Tab. 19, Abb. 14).
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Tab. 19: Mittelwerte und Standardabweichung der Reduktionsfaktoren angegeben in
lg-Stufen fir P. aeruginosa (getrocknet) mit Belastung zzgl. Ery (AKZ 8,5 £ 0,73 1g)

Prifsubstanz 30 min 3h 10 h 24 h
+ MEM + 10 %
FBS +1 % Ery
getrocknet
Oct 0,01 % 1,3+0,88" >2,56+0,137 >3,2+0,72" >5,6 +0,48""
n=3 n=3 n=3 n=3
PHMB 0,02 % 0,7 +1,45" >2,56+0,137 >3,2+0,72" >5,6 +0,48""
n=3 n=3 n=3 n=3
Negativ- 1,7 +1,90 2,1+0,617 2,7 +0,59 >5,6 +0,48""
kontrolle n=3 n=3 n=3 n=3
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Abb. 14: Reduktionsfaktoren fur P. aeruginosa (getrocknet) mit Belastung (MEM +
10 % FBS + 1 % Ery), grafische Darstellung der Ergebnisse aus Tab. 19

Der Versuch mit Ery-Zusatz wurde auBerdem mit verklrzter Trocknungszeit der
Erregersuspension auf Metall durchgefiihrt, da es auch ohne antiseptische Behandlung
zu einer starken Abnahme der Erreger kam bzw. nur ein geringer Anteil der Erreger auf
dem Vergleichsplattchen mit der Gelgrundsubstanz (Placebo) zurlickgewonnen werden
konnte (Tab. 4).

Im Versuch mit feuchter Erregersuspension war fir Oct 0,01 % nach 24 h ein RF > 3
ermittelbar, fir PHMB dagegen zu keinem Zeitpunkt (Tab. 20, Abb. 15).

43



Tab. 20: Mittelwerte und Standardabweichung der Reduktionsfaktoren angegeben in
lg-Stufen fur P. aeruginosa (feucht) mit Belastung zzgl. Ery (AKZ 9,6 + 0,11 Ig)

Prifsubstanz 30 min 3h 10 h 24 h

+ MEM + 10 %

FBS +1 % Ery

feucht

Oct 0,01 % 1,520,117 3,1+0,18* 2,9+0,29 3,6 +1,95%
n=2 n=2 n=95 n=4

PHMB 0,02 % 0,9+0,16~ 1,510,117 1,6 0,27 0,9 £0,02"
n=2 n=2 n=2 n=2

Negativ- -0,1 £0,07" 0,1 £0,06~ 0,3 +0,00° 1,3+0,06~

kontrolle n=2 n=2 n=2 n=2
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A~ OO0 O

OOct 0,01 %

Reduktionsfaktoren in Ig KbE
w

2
0 T T T ONegativ-
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-1

Einwirkzeit

Abb. 15: Reduktionsfaktoren fir P. aeruginosa (feucht) mit Belastung (MEM + 10 %
FBS + 1 % Ery), grafische Darstellung der Ergebnisse aus Tab. 20

Der Versuch mit vorher unvollstidndig angetrockneter (halb  trockener)
Erregersuspension ergab fur Oct 0,01 % nach 10 h einen RF > 3. Die Reduktion durch
PHMB war zu niedrig, um die Kriterien flr ein Antiseptikum zu erflllen (Tab. 21,
Abb. 16).
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Tab. 21: Mittelwerte und Standardabweichung der Reduktionsfaktoren angegeben in
lg-Stufen fUr P. aeruginosa (halb trocken) mit Belastung zzgl. Ery (AKZ 9,5 + 0,20 Ig)

Prifsubstanz 30 min 3h 10 h 24 h
+ MEM + 10 %
FBS +1 % Ery
halb trocken
Oct 0,01 % 0,3+0,59° 1,8 +0,217 5,2+1,82* 5,7+1,78"
n=2 n=2 n=6 n=6
PHMB 0,02 % 0,1+£0,717 1,4 +£0,05” 1,7+0,07" 1,6 £0,40™
n=2 n=2 n=2 n=2
Negativ- 1,0 £0,90™ 0,7 £0,20° 2,3+0,06” 6,2 +0,00""
kontrolle n=2 n=2 n=2 n=2
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Abb. 16: Reduktionsfaktoren fir P. aeruginosa (halb trocken) mit Belastung (MEM +
10 % FBS + 1 % Ery), grafische Darstellung der Ergebnisse aus Tab. 21

Wirksamkeit gegen S. marcescens: S. marcescens konnte im Versuch ohne

Belastung durch Oct 0,1 % nach 10 h genligend (> 5 Ig-Stufen), durch PHMB dagegen
auch nach 24 h nicht ausreichend reduziert werden (Tab. 22, Abb. 17).
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Tab. 22: Mittelwerte und Standardabweichung der Reduktionsfaktoren angegeben in

lg-Stufen fir S. marcescens ohne Belastung (AKZ 9,7 + 0,19 Ig)

Prifsubstanz 5 min 30 min 3h 10 h 24 h
Oct 0,1 % 0,7 £ 0,52 2,1+0,81" 2,2+0,327 5,8 +1,96* 6,2+1,97"
n=3 n=4 n=3 n=4 n=4
Oct 0,05 % 0,4+0,18" 1,3+0,26~ 2,0 £0,93” 2,0+0,42° 3,2+148
n=3 n=3 n=4 n=3 n=4
Oct 0,02 % 0,3+0,20° 1,3+0,40" 1,0£0,46~ 1,9+0,45" 1,4 +0,317
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
Oct 0,01 % -0,1+£0,19° | 0,9+0,37" 0,9+0,44 1,210,217 1,4 £0,39”
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
Oct 0,005 % 0,0 +£0,06™ 0,6 +0,16~ 0,5+0,24" 0,9 +0,20° 0,8+0,10”
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
PHMB 0,02 % | -0,1 £0,08" | 0,5+0,39° 0,3+0,17° 0,7 £ 0,22 0,7 +0,05°
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
Negativ- 0,0+0,13” 0,3+0,16~ 0,5+0,31” 2,9+0,82" 3,8+1,10
kontrolle n=3 n=4 n=4 n=4 n=4
7
O0Oct 0,1 %
Y 6 [
X B Oct 0,05 %
5
£ OOct 0,02 %
c 4
o
S 3 DOOct 0,01 %
-
)
@ 5 — B Oct 0,005 %
°
-é 1 @ PHMB 0,02 %
) Al |
_ _ B Negativ-
1 5 min 30 min 3h 10 h 24 h kontrolle
Einwirkzeit

Abb. 17: Reduktionsfaktoren fir S. marcescens ohne Belastung, grafische Darstellung

der Ergebnisse aus Tab. 22

Mit Belastung wurde eine ausreichende Wirkung (> 3 Ig-Stufen) von Oct 0,005 % nach
3 h, von Oct 0,01 % nach 30 min und von PHMB nach 10 h ermittelt (Tab. 23, Abb. 18).
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Tab. 23: Mittelwerte und Standardabweichung der Reduktionsfaktoren angegeben in

lg-Stufen fir S. marcescens mit Belastung (AKZ 8,9 + 0,13 Ig)

Prifsubstanz 5 min 30 min 3h 10 h 24 h
+ MEM
+10 % FBS
Oct 0,1 % 20+155 | >3,9+0,18" | >3,4+0,22"" | >45+0,12"" | >6,1 +£0,10""
n=6 n=3 n=3 n=3 n=3
Oct 0,05 % 12+1,88 | >3,9+0,18" | >3,4+0,22"" | >4,5+0,12"" | >6,1 +0,10*"
n=4 n=3 n=3 n=3 n=3
Oct 0,02 % 0,3+0,54" | >3,9+0,18" | >3,4+0,22"" | >45+0,12"" | >6,1 +0,10""
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
Oct 0,01 % -0,3+0,207 | 3,0+1,33" >3,4+0,22"" | >45+0,12"" | 5,7+0,99™
n=3 n=4 n=3 n=3 n=4
Oct 0,005 % -0,5+0,367 1,5+0,75" 3,0 +£0,80" >45+0,12"* | 5,8+0,79"
n=3 n=4 n=6 n=3 n=4
PHMB 0,02% | -0,5+0,38" | 0,7 +0,45" 2,6 +1,07 >45+0,12"" | 50+1,79"
n=3 n=4 n=5 n=3 n=5
Negativ- -0,2+0,39° | 0,1+0,74° 0,1 +£0,54" 1,9+0,027 47 +1,69"
kontrolle n=4 n=4 n=4 n=3 n=4
7
OOct 0,1 %
w 6
o)
X B Oct 0,05 %
o 5
£ OOct 0,02 %
c 4
o
S 3 OOct 0,01 %
-
)
2 2 B Oct 0,005 %
)
£ 1- B PHMB 0,02 %
g .
B Negativ-
’ 5 min 30 min 3h 10 h 24 h kontrolle
Einwirkzeit

Abb. 18: Reduktionsfaktoren fur S. marcescens mit Belastung (MEM + 10 % FBS),
grafische Darstellung der Ergebnisse aus Tab. 23

Mit Ery-Zusatz konnte fir Oct 0,01 % nach 3 h und fiir PHMB 0,02 % nach 10 h ein

RF > 3 beobachtet werden (Tab. 24, Abb. 19).
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Tab. 24: Mittelwerte und Standardabweichung der Reduktionsfaktoren angegeben in

lg-Stufen fir S. marcescens mit Belastung zzgl. Ery (AKZ 9,0 = 0,00 Ig)

Prifsubstanz 30 min 3h 10 h 24 h
+ MEM + 10 %
FBS +1 % Ery
Oct 0,01 % 1,9+£0,05 >3,5+0,60"" >4,8 +0,31* >5,1 +1,52**
n=2 n=2 n=2 n=2
PHMB 0,02 % 0,4 +0,20° 1,8+0,07" >4,8 +0,31* >5,1 +1,52**
n=2 n=2 n=2 n=2
Negativ- 1,3+0,40" 1,8+0,74" >4,8 +0,31* >5,1 +1,52**
kontrolle n=2 n=2 n=2 n=2
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Abb. 19: Reduktionsfaktoren fir S. marcescens mit Belastung (MEM + 10 % FBS +
1 % Ery), grafische Darstellung der Ergebnisse aus Tab. 24

Die Abnahme der Erregerriickgewinnung vom Objekttrager ohne Gel war nicht auf eine
Veranderung der Erregerzahl in der Suspension (CSL, MEM + 10 % FBS) bei
Zimmertemperatur zuriickzuftihren (Tab. 25).
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Tab. 25: Darstellung der Verédnderung der AKZ bei Zimmertemperatur angegeben als

RF in Ig-Stufen zur AKZ-0 (zu Versuchsbeginn) fir S. marcescens

Belastung/Zeit 3h 10 h 24 h
CSL 0,0 0,0 -0,2
MEM + 10 % FBS 0,0 -0,1 -0,3

Wirksamkeit gegen C. albicans: Die Hefe konnte sich in der Suspension innerhalb
24 h nicht genligend vermehren. Die Einstellung der Suspension erfolgte daher fir alle
Versuche durch Abschwemmen von 3 Uber 24 h bebriteten Blutagarplatten mit 10 ml
der jeweiligen Nahrlésung direkt vor Versuchsbeginn.

Im Versuch ohne Belastung wurde fir 0,05 % Oct nach 24 h eine Reduktion von
0,02 %
Octenidinkonzentrationen konnten die Grenze von mindestens 4 Ig-Stufen nicht
erreichen (Tab. 26, Abb. 20).

C. albicans > 4 Ig-Stufen nachgewiesen. PHMB sowie geringere

Tab. 26: Mittelwerte und Standardabweichung der Reduktionsfaktoren angegeben in
lg-Stufen fur C. albicans ohne Belastung (AKZ 8,8 £ 0,13 Ig)

Prifsubstanz 5 min 30 min 3h 10h 24 h

Oct 0,1 % 0,6+0,20" | 0,5+0,47" 1,7+2,187 2,8+1,307 | >5,3+0,12""
n=3 n=4 n=4 n=4 n=3

Oct 0,05 % -04+0,42" | 0,4+0,55" 0,9+0,59" 2,110,777 | >5,3+0,12""
n=4 n=4 n=4 n=4 n=3

Oct 0,02 % -0,3+0,307 | 0,3+0,04" 0,7+0,41" 22+1,95" 26+1,127
n=3 n=3 n=3 n=4 n=4

Oct 0,01 % -0,4+0,337 | 0,2+0,04” 0,3+0,38" 1,2+0,46" 1,1+£0,147
n=3 n=3 n=3 n=4 n=3

Oct 0,006% | -0,2+0,40" | -0,1+0,08" | 0,3+0,39” 0,5+0,53" 1,0£0,327
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3

PHMB 0,02% | -0,4 +0,17" | 0,1 0,107 0,1 +£0,45" 0,2 +£0,04" 0,4 £0,07"
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3

Negativ- 0,6+098 | 1,5+0,46" 2,0 £0,39” 2,7+1,36" 3,7+1,03

kontrolle n=4 n=4 n=4 n=4 n=4
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Abb. 20: Reduktionsfaktoren fir C. albicans ohne Belastung, grafische Darstellung der
Ergebnisse aus Tab. 26

Im Versuchsmodell mit Belastung war fir Oct 0,02 % nach 24 h eine ausreichende
Wirksamkeit darstellbar. PHMB erreichte die Reduktion > 3 Ig-Stufen nicht (Tab. 27,
Abb. 21).

Tab. 27: Mittelwerte und Standardabweichung der Reduktionsfaktoren angegeben in
lg-Stufen fir C. albicans mit Belastung (AKZ 8,8 £ 0,11 1g)

Priifsubstanz 5 min 30 min 3h 10 h 24 h

+ MEM

+ 10 % FBS

Oct 0,1 % 03+0,28" [ 08+£0,36" | 1,8+£0,37 2,9+156* | >5,1+0,05""
n=3 n=3 n=3 n=4 n=3

Oct 0,05 % 0,3+0,18" [ 0,5+£0,507 | 1,0£0,61" 2,8+1,36 >5,1+0,05""
n=3 n=3 n=4 n=4 n=3

Oct 0,02 % 0,0+£0,10° [ 0,56+£0,277 | 0,8£0,48 2,1+£0,33” 3,4+0,43™
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3

Oct 0,01 % 0,1+0,30" [ 04+£0,207| 0,2£0,137 1,0+£0,137 1,6 £0,357
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3

Oct 0,005 % 0,1+0,19" [ 0,2+£0,327 | 0,1 £0,05" 0,8 £0,23" 1,4+0,147
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3

PHMB 0,02 % | -0,2+0,08" | 0,3+0,20" | 0,1+0,16" 0,4+0,14" 0,4 +£0,07"
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3

Negativ- 05+0,10" [ 1,0+£0,24" | 1,4£0,367 1,8+0,57" 2,1+£0,34"

kontrolle n=3 n=3 n=4 n=4 n=3
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Abb. 21: Reduktionsfaktoren fir C. albicans mit Belastung (MEM + 10 % FBS),
grafische Darstellung der Ergebnisse aus Tab. 27

Nach 24 h nahm die AKZ in der Suspension ohne und mit Belastung (MEM + 10 %
FBS) bei Zimmertemperatur um 0,1 Ig-Stufen ab.

Die Hefe zeigte sich empfindlich gegenlber Trocknung und konnte besonders nach
24 h trotz optisch wieder feuchter Suspension auf dem Plattchen nur mit einer
Reduktion von 3,7 Ig-Stufen in CSL und 2,1 Ig-Stufen in MEM und 10 % FBS
zuriickgewonnen werden (s. Negativkontrolle, Tab. 26, 27).

Im Versuch mit Ery-Zusatz konnte ein RF > 3 weder fir Oct noch fir PHMB
nachgewiesen werden (Tab. 28, Abb. 22).
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Tab. 28: Mittelwerte und Standardabweichung der Reduktionsfaktoren angegeben in

lg-Stufen fir C. albicans mit Belastung zzgl. Ery (AKZ 9,0 £ 0,00 Ig)

Prifsubstanz 30 min 3h 10 h 24 h
+ MEM + 10 %
FBS +1 % Ery
Oct 0,01 % 0,5+0,03" 0,5+0,05" 0,5+0,01” 0,9 +0,08"
n=3 n=3 n=3 n=3
PHMB 0,02 % 0,4 +0,03” 0,4 +0,04° 0,4+0,11" 0,7 +0,03”
n=3 n=3 n=3 n=3
Negativ- 0,5+0,127 1,0+£0,26™ 1,1+£0,017 1,4+0,017
kontrolle n=2 n=2 n=2 n=2
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£
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Abb. 22: Reduktionsfaktoren fir C. albicans mit Belastung (MEM + 10 % FBS + 1 %
Ery), grafische Darstellung der Ergebnisse aus Tab. 28

Vergleichende Darstellung der Ergebnisse fiir Oct 0,02 % und PHMB 0,02 % mit
Belastung im zeitlichen Verlauf
Im Modell mit Belastung (MEM und 10 % FBS) konnte fir Oct 0,02 % gegen alle
Priforganismen eine schnellere Reduktion beobachtet werden als fur PHMB 0,02 %.

Wahrend fur Oct 0,02 % ein RF > 3 gegen alle Erreger zwischen 5 min und 24 h
darstellbar war (Abb. 23), zeigten sich fir PHMB mit 3 h bis > 24 h deutlich langere
notwendige Einwirkungszeiten (Abb. 24). Zudem wurde durch Oct 0,02 % ein héherer

RF gegen E. faecium, P. aeruginosa, S. marcescens und C. albicans ermittelt.
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Abb. 23: Reduktionsfaktoren fiir Oct 0,02 % mit Belastung (MEM + 10 % FBS) gegen

alle Pruforganismen
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Abb. 24: Reduktionsfaktoren fir PHMB 0,02 % mit Belastung (MEM + 10 % FBS)

gegen alle Pruforganismen

Zusammenfassung aller Ergebnisse nach 24 h Einwirkungszeit

Im Versuch ohne Belastung zeigte Oct nach 24 h in allen getesteten Konzentrationen

ein gréBeres Wirkspektrum als PHMB 0,02 % (Tab. 29).
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Tab. 29: Zusammenfassung der Einzelversuche nach 24 h im Versuch ohne Belastung

Prifsubstanz S. S. epi- E. P. aeru- S. mar- C.
nach 24 h aureus dermidis | faecium ginosa cescens | albicans
Oct 0,1 % ++ ++ ++ ++ + ++
Oct 0,05 % ++ ++ ++ ++ - ++
Oct 0,02 % ++ ++ ++ ++ -- -
Oct 0,01 % ++ ++ + ++ - -
Oct 0,005 % ++ ++ - + - -
PHMB 0,02 % ++ -- -- - -- -

Im Versuch mit Belastung (MEM + 10 % FBS) wurde die Wirksamkeit fir Oct 0,02 %
gegen alle gepriiften Erreger mit einer Reduktion > 3 Ig-Stufen ermittelt, wahrend
PHMB 0,02 % die Anforderung gegen C. albicans und E. faecium nicht erfillte (Tab.
30).

Tab. 30: Zusammenfassung der Einzelversuche nach 24 h im Versuch mit Belastung
(MEM + 10 % FBS)

Priifsubstanz S. S. epi- E. P. aeru- S. mar- C.

+ MEM aureus | dermidis | faecium ginosa cescens | albicans
+ 10 % FBS

nach 24 h

Oct 0,1 % ++ ++ ++ ++ ++ ++
Oct 0,05 % ++ ++ ++ ++ ++ ++
Oct 0,02 % ++ ++ ++ ++ ++ ++
Oct 0,01 % ++ ++ ++ ++ ++ -
Oct 0,005 % ++ ++ ++ ++ ++ -
PHMB 0,02 % ++ ++ - + + -

Im Versuch mit Ery-Zusatz wurde fir Oct 0,01 % die geforderte Wirksamkeit gegen alle
Erreger auBer C. albicans beobachtet. PHMB 0,02 % erreichte die geforderte
Reduktion gegen C. albicans und E. faecium nicht. Gegen P. aeruginosa zeigten die
Versuche mit feuchter und halb getrockneter Suspension keine ausreichende Wirkung
von PHMB 0,02 % (Tab. 31).
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Tab. 31: Zusammenfassung der Einzelversuche nach 24 h im Versuch mit Belastung
(MEM + 10 % FBS + 1 % Ery)

Prifsubstanz S. S. epi- E. P. aeru- S. mar- C.

+ MEM aureus | dermidis | faecium | ginosa* cescens | albicans
+ 10 % FBS

+1%Ery

nach 24 h

Oct 0,01 % ++ ++ ++ ++/+/+ ++ -
PHMB 0,02 % ++ ++ -- +4/==/-- ++ -

*trocken, feucht, halbtrocken

2.3 Diskussion

2.3.1 Methodische Gesichtspunkte

Zur Wirkungsprifung von Antiseptika sind die in den eigenen Untersuchungen
verwendeten Testorganismen S. aureus, E. faecium, P. aeruginosa und C. albicans
Standard (Pitten et al. 2003). Als zusatzliche Priforganismen wurden in der
vorliegenden Studie S. epidermidis und S. marcescens einbezogen. Ersterer ist haufig
Ursache von Implantatinfektionen einschlieBlich chirurgischem Nahtmaterial (Kramer et
al. 1993). S. marcescens ist als typischer Feuchterreger unter anderem fiir Ausbriiche
nosokomialer Infektionen einschlieBlich postoperativer Wundinfektionen verantwortlich
(V6lz 2010). Es wurde kein Vertreter der filamentésen Pilze wie z. B. Aspergillus niger
getestet, weil diese nicht vordergriindig fir Wundinfektionen relevant sind. Obwohl
immer die Méglichkeit besteht, zusatzliche Organismen zu testen, ermdglichen die far
den vorliegenden Versuch ausgewahlten Erreger eine Aussage Uber die Wirkung der
Prifsubstanzen (Steinhauer 2006). Des Weiteren wird durch die Auswahl eine
Vergleichbarkeit mit anderen Studien gewahrleistet.

Die Belastungen wurden hinsichtlich ihrer Bedeutung in der Klinischen Praxis
ausgewahlt. MEM ist in Kombination mit 10 % FBS der physiologischen
Wundflissigkeit nachempfunden (Campbell et al. 2003, Miller u. Kramer 2008). Durch
die Zugabe von Erythrozytenkonzentrat wird die Wundsituation noch realer simuliert,
da Blutbeimengungen z. B. nach Wunddébridement vorkommen.

In den Validierungsversuchen wurde unter anderem die Rlickgewinnung der Erreger
von den Prifkdrpern nach Uberschichtung mit der Gelgrundsubstanz (Placebo)
untersucht. Die Rulckgewinnung unterschied sich sowohl erreger- als auch
zeitabhangig (Tab. 2, 3, 4). Nahezu einheitlich war bei allen Priforganismen die
zunehmende Rulckgewinnungsrate mit zunehmender Zeitdauer der Exposition. Vor
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allem bei S. marcescens und P. aeruginosa war die Differenz zur AKZ besonders unter
Belastung mit MEM, 10 % FBS und 1 % Ery stark schwankend. Wéahrend flr
S. marcescens nach 30 min > 2,2 Ig-Stufen nach dem Abschwemmen nicht
zurickgewonnen werden konnten, betrug die Reduktion im Vergleich zur AKZ nach
24 h nur etwa 1,2 Ig. Bei P. aeruginosa zeigte sich nach der langsten Zeit von 24 h
sogar eine Zunahme der Erreger bezlglich der AKZ, obwohl nach 30 min eine
Differenz zur AKZ von 2,5 Ig-Stufen ermittelt wurde (Tab. 4). Eine mdgliche Ursache
konnte das fortschreitende Abl6sen der Erreger vom Metallplattchen in die
Gelgrundsubstanz sein. Das Wachstum der Erreger in der Gelgrundsubstanz kénnte
diesen Effekt noch verstarken. Mittels elektronenmikroskopischer Untersuchungen
ware der Verbleib der Erreger auf dem Objekttrager Gberprifbar.

Die Rickgewinnung von P. aeruginosa war im Test mit unterschiedlich langer
Trocknung erwartungsgemaB bei feuchter Suspension am besten (Tab. 4), da der
Erreger als typischer Nasskeim empfindlich auf Austrocknung reagiert (Bader et al.
2002).

Auch andere Prifkérper wurden bezlglich der Rickgewinnbarkeit von P. aeruginosa
untersucht (Tab. 5). Bei Glas und Kunststoff war ebenfalls ein starker Verlust nach der
Rickgewinnung feststellbar. Hierbei zeigte der Glasobjekttrager mdéglicherweise durch
das starkere Austrocknen der Erreger die geringste Ruckgewinnungsrate. Im Abstrich
lieBen sich nur noch wenige Erreger nachweisen, was flr ein effektives Abschwemmen
bei glatten Oberflachen sprechen kdnnte. Beim Kunststoffobjekttrager zeigte sich eine
ahnliche Verlustrate nach dem Abschwemmen wie bei den Metallprifkérpern bei
deutlich héherem Verbleib von Erregern auf der Testoberflache. Dieser Effekt ist
maoglicherweise auf die relativ unebene, pordése Oberflache =zurlckflhrbar. Der
Vergleich der verschiedenen Testkoérper zeigt, dass der Metallprifkérper fur die
praxisnahe Wirksamkeitsprifung von Desinfektionsmittelwirkstoffen am geeignetsten
ist. Analog dazu werden Metallplatichen in den Europdischen Normen flr den
Lebensmittel- und den veterindrmedizinischen Bereich verwendet bzw. erprobt (Gebel
et al. 2008). Ein &hnliches Testmodell mit Metallplattchen wurde bereits bei der
Testung der mikrobioziden Wirksamkeit von Medihoney® (Igelbrink et al. 2007) sowie
von einer Silberwundauflage (Ebert et al. 2011) verwendet.

Far alle Erreger konnte eine ausreichend hohe AKZ ermittelt werden, um nach dem

Abschwemmen vom jeweiligen Prufkérper mit der Gelgrundsubstanz > 5 Ig-Stufen
(ohne Belastung) bzw. > 3 Ig-Stufen (mit Belastung) zu gewinnen.
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Schlussfolgernd stiitzten sich die durchgeftihrten Untersuchungen auf ein praxisnahes,
reproduzierbares Testmodell.

2.3.2 Ergebnisse
Far den erfolgreichen Einsatz eines Antiseptikums, missen die Kriterien bezliglich der

Wirksamkeit erflllt sein. Die Wirksamkeit ist bis zur Phase 2/Stufe 1 durch Européische
Standards geregelt. In Phase 2/Stufe 1 wird im quantitativen Suspensionstest innerhalb
der deklarierten Einwirkungszeit ohne Belastung eine Reduktion der Testorganismen
> 5 Ig, bei wundadaquater Belastung > 3 Ig gefordert (Pitten et al. 2003, Gebel et al.
2008). In Phase 2/Stufe 2 wird die Wirksamkeit auf Prifkdrpern ohne und mit
Belastung geprift. Bei Flachendesinfektionsmitteln muss das Produkt im
Objekttragertest bei Einwirkzeiten von 1, 2 oder 4 h eine Reduktion von mindestens
4 Ig-Stufen erreichen. Instrumentendesinfektionsmittel missen innerhalb 1 h eine
Reduktion der Testorganismen um 5 Ig-Stufen aufweisen (Gebel et al. 2008). Fir
Antiseptika gibt es bisher keine Empfehlungen zur erforderlichen Wirksamkeit im
Objekttragertest. Da im quantitativen Suspensionstest die Testorganismen mit dem
Antiseptikum zu einer homogenen Suspension vermischt werden, im Objekttragertest
die Suspension jedoch fir 1 h angetrocknet wird, dirften auf dem Objekttrager bei
vergleichbarer Einwirkungszeit nicht so hohe Reduktionsfaktoren wie im
Suspensionstest erreichbar sein. Ebert et al. (2011) haben daher als Merkmal fir die
Wirksamkeit eine signifikante Differenz zur Kontrolle zugrunde gelegt. In der
vorliegenden Arbeit wurde vorgeschlagen, innerhalb der infrage kommenden
Einwirkungszeit ohne Belastung einen RF > 5 bzw. > 4 (C. albicans), mit Belastung
aber nur > 3 als Wirksamkeitskriterium festzulegen.

S. aureus: Im Versuch ohne Belastung wurden teilweise nicht > 5 Ig-Stufen
zurickgewonnen, so konnte z. B. nur eine Reduktion von 4,5 Ig flr verschiedene
Konzentrationen von Oct bei 30 min Einwirkzeit ermittelt werden (Tab. 6). Bei einer
AKZ von 8,2 Ig ist dennoch anzunehmen, dass eine Reduktion > 5 Ig-Stufen erreichbar
ware. Aus diesem Grund wird Oct 0,005 % nach 30 min als ausreichend wirksam
beurteilt, obwohl ein RF > 5 nicht erfassbar war. In Untersuchungen geman EN 1040
und EN 1275 wurden jedoch viel niedrigere Konzentrationen experimentell ermittelt. So
wurde in einer Studie von Koburger et al. (2010) z. B. schon bei einer Konzentration
von 0,001 % Oct in 1 min eine ausreichende Reduktion von 5 Ig-Stufen gegentber
S. aureus erzielt, was methodisch im Suspensionstest begriindet ist. In einer mit
Belastung durchgefiihrten Phase 2/Stufe 1-Studie mit S. aureus (ATCC 6538) zeigte
Octenisept® (Oct 0,1 %) in Anwesenheit von 10 % defibriniertem Schafsblut nach 30 s
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einen RF > 6, ebenso bei Belastung mit 10 % bovinem Albumin (Pitten et al. 2003). In
den eigenen Untersuchungen wurde durch Oct 0,1 % unter Belastung mit MEM und
10 % FBS in der kiurzesten Einwirkungszeit von 5 min die vorgegebene Anforderung
(>3 lg) erflllt, ebenso durch Oct 0,005 % (Tab. 8). Da die Ergebnisse der
verschiedenen Octenidingele mit und ohne Belastung &hnlich waren, kann davon
ausgegangen werden, dass die Belastung keinen wesentlichen Einfluss auf die
Wirksamkeit des Antiseptikums gegen S. aureus hat und Oct deshalb fir die
Wundbehandlung bei S. aureus-Infektionen geeignet ist.

PHMB 0,02 % konnte im Versuch ohne Belastung die Anforderung, den Erreger um
> 5 Ig-Stufen zu reduzieren, erst nach 10 h erfillen (Tab. 6). Mit MEM und 10 % FBS
als Belastung wurde ein RF > 3 nach 3 h, mit Ery-Zusatz schon nach 30 min erreicht
(Tab. 8, 9). Die Ergebnisse im Versuch mit und ohne Belastung waren ahnlich, was
ebenfalls auf einen geringen bis keinen Einfluss der Belastung auf die Wirksamkeit des
Produkts gegen S. aureus schlieBen lasst. Im Vergleich wurde im quantitativen
Suspensionstest mit Belastung (bovines Serumalbumin 4,5 % + Blut 4,5 %) die
Anforderung von > 3 Ig-Stufen mit PHMB 0,02 % schon innerhalb von 30 s erreicht.
Zusatzlich wurde die mikrobiozide Wirksamkeit von Lavasept® und Serasept® (beide
enthalten 0,02 % PHMB) im quantitativen Suspensionstest ohne Belastung untersucht.
Nach 5 min konnte eine Reduktion > 6 Ig-Stufen ermittelt werden (Koburger et al.
2007). Dieses Ergebnis wird in einer Untersuchung von 0,02 % PHMB in Ringer-
Lésung bestatigt. Nach 5 min erreichte das Antiseptikum gegen S. aureus 6 - 7 Ig-
Stufen Reduktion (Muller u. Kramer 2000). Allerdings wurde in einer weiteren Studie
mit Prontosan® WundspUllésung und Lavasept® (beide in einer Verdiinnung mit 0,02 %
PHMB) nur eine Reduktion des Erregers von 3,4 - 3,7 Ig-Stufen nach 5 min Einwirkzeit
mit Belastung (10 % Schafsblut) erzielt. Nach 15 min konnte fir beide Testsubstanzen
ein Reduktionsfaktor > 5 beobachtet werden (Mdller et al. 2007). Die beschriebenen
Resultate sind bezuglich der schnellen Erregerreduktion different zur eigenen
Versuchsreihe, weil der Objekttragertest héhere Anforderungen an die Wirksamkeit
stellt.

Der Vergleich von Oct und PHMB im eigenen Modell zeigt, dass die Gelprodukte mit
den geringsten Octenidinkonzentrationen (0,005 % und 0,01 %) in allen Versuchen
eine gleichwertige Wirkung, in den Versuchszeiten 5 min und 30 min teilweise eine
héhere Reduktion aufweisen als 0,02 % PHMB (Tab. 6, 8, 9).
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S. epidermidis: Im Versuchsmodell ohne Belastung konnte Oct 0,005 % nach 10 h
und Oct 0,02 % nach 3 h die Anforderung (RF > 5) erfillen. Eine Reduktion von fast
5 Ig-Stufen konnte auBerdem mit Oct 0,1 % innerhalb von 5 min erreicht werden. Eine
Rlickgewinnung > 5 Ig-Stufen war nach 5 min bei einer AKZ von 8,8 Ig nicht mdglich
(Tab. 10). Es ist dennoch anzunehmen, dass Oct 0,1 % die Reduktion > 5 Ig-Stufen
nach 5 min erfiillen kann. Obgleich in dieser Studie bei Oct 0,005 % erst nach 10 h die
geforderte Reduktion beobachtet werden konnte, ermittelten Sedlock und Bailey (1985)
deutlich niedrigere Octenidinkonzentrationen und kirzere Einwirkzeiten bezogen auf
S. epidermidis (ATCC 17917). Nach 15 min Einwirkzeit von 1,5 yM Oct (~ 0,0001 %)
konnte der Erreger um 5 Ig reduziert werden, wobei sich Antiseptikum und Erreger
wiederum in Suspension befanden. Damit wird erneut deutlich, dass Ergebnisse des
quantitativen Suspensionstests von Ergebnissen des Objekitragertests abweichen
kénnen, was die Notwendigkeit einer praxisnahen Prifung im Objekitragertest
unterstreicht.

Die Wirksamkeit von 0,1 % Oct konnte in einer Studie an 16 Patienten mit
neoplastischen bakteriell kontaminierten Ulcera bestatigt werden. Bei téglich
dreimaliger Anwendung Uber drei Wochen wurden S. aureus und S. epidermidis
vollstandig aus der Wunde eradiziert. Bei zwei Patienten wurde nach der Behandlung
noch Enterococcus faecalis nachgewiesen, bei einem Patienten noch P. aeruginosa,
bei allen war jedoch klinisch keine Infektion mehr feststellbar (Sopata et al. 2008). Auf
Grund der Ergebnisse des Objekttragertests mit Belastung (Tab. 11, 12) ware es von
Interesse in weiteren Studien zu untersuchen, ob auch Konzentrationen < 0,1 %

klinisch wirksam sind.

PHMB konnte im Test ohne Belastung auch nach der langsten Einwirkungszeit von
24 h die geforderte Reduktion von > 5 Ig-Stufen nicht erflllen, was die Eignung als
Wundantiseptikum gegenlber S. epidermidis in Frage stellen kénnte (Tab. 10). Mit
Belastung wurde allerdings nach 10 h ein RF > 3 ermittelt (Tab. 11).

Der Vergleich von Oct mit PHMB zeigt, dass Oct in der geringsten getesteten
Konzentration von 0,005 % ohne und mit Belastung schneller und viel effektiver
wirksam ist als PHMB mit einer 4-fach héheren Konzentration (0,02 %; Tab. 10, 11,
12).

E. faecium: Im Versuch ohne Belastung konnte fir Oct 0,02 % nach 24 h und fir Oct
0,05 % nach 10 h eine Reduktion um > 5 Ig-Stufen beobachtet werden (Tab. 13). Im
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Modell mit MEM + 10 % FBS wurde der Erreger durch Oct 0,005 % nach 10 h und Oct
0,01 % bereits nach 30 min um > 3 Ig-Stufen reduziert (Tab. 14). Mit zusétzlicher
Erythrozytenbelastung erflllte 0,01 % Oct nach 3 h die geforderte Reduktion (Tab. 15).
Die héhere Erregerreduktion durch Oct im Ansatz mit MEM + 10 % FBS im Vergleich
zum Versuch ohne Belastung in den Einwirkungszeiten bis 3 h Iasst sich
maoglicherweise durch eine niedrigere AKZ im Versuch mit Belastung erklaren. Auch
Pitten et al. (2003) pruften die Wirksamkeit von Oct 0,1 % hinsichtlich verschiedener
Belastungssubstanzen. Im quantitativen Suspensionstest mit 10 % Schafsblut konnte
nach 30 s eine Reduktion um > 6 Ig-Stufen dargestellt werden. Auch durch Zugabe von
10 % bovinem Albumin oder 1 % Muzin wurde diese Wirkung erzielt. Die Effektivitat
von Oct wird somit sowohl in der Studie von Pitten et al. (2003) als auch in den
eigenen Untersuchungen im Bezug auf E. faecium nicht durch Belastung beeintrachtigt
(Tab. 14, 15).

Far PHMB konnten weder im Versuch ohne Belastung noch in den Tests mit MEM,
10 % FBS und 1 % Ery mehr als 1,6 Ig-Stufen Reduktion ermittelt werden (Tab. 13, 14,
15). In der Literatur werden - allerdings wiederum im quantitativen Suspensionstest -
bessere Wirksamkeiten fir PHMB bezogen auf E. faecium beschrieben. So konnten
Koburger et al. (2007) mit Lavasept® und Serasept® (beide enthalten 0,02 % PHMB)
Reduktionen von 4 - 5 Ig-Stufen nach 5 min und von > 6 Ig-Stufen nach 60 min im
Ansatz ohne Belastung beobachten. Die Zugabe von 0,2 % bovinem Serumalbumin
fihrte zu keiner Veranderung der Ergebnisse. Von Muller und Kramer (2000) konnte
eine Reduktion von 4 - 5 Ig-Stufen nach 5 min und 6 - 7 Ig-Stufen nach 60 min durch
0,02 % PHMB ohne Belastung ermittelt werden. Ersichtlich ist, dass PHMB im
praxisnahen Prifmodell eine durchweg schlechtere Wirksamkeit aufweist als in
quantitativen Suspensionstests. Das wirft die Frage auf, ob PHMB bei einer
Wundinfektion durch E. faecium als Wundantiseptikum geeignet ist.

Der Vergleich von Oct und PHMB in dieser Studie zeigt, dass Oct gegen E. faecium in

den niedrigsten Testkonzentrationen (0,005 % und 0,01 %) PHMB 0,02 % Uberlegen
ist (Tab. 13, 14, 15).

60



P. aeruginosa: Im Versuchsmodell ohne Belastung konnte durch Oct 0,005 % nach
24 h und durch Oct 0,01 % nach 10 h eine Reduktion um > 5 Ig-Stufen ermittelt werden
(Tab. 16). Da die Rlickgewinnung des Erregers trotz einer AKZ von 8,8 Ig in den
Versuchszeiten 30 min und 3 h nicht ausreichend war, um eine Reduktion > 5 Ig-Stufen
darzustellen, wurden die Durchgange mit einer AKZ von 10,3 Ig wiederholt. Hierbei
wurde fir Oct in keiner Konzentration bis einschlielich 10 h eine Reduktion des
Erregers um > 5 Ig-Stufen nachgewiesen (Tab. 17). Bei einer AKZ von 8,8 Ig ist jedoch
anzunehmen, dass Oct 0,05 % in 30 min bei einem RF von 4,8 Ig-Stufen und Oct 0,02
% in 3 h bei einem RF von 4,8 Ig-Stufen den Anforderungen genlgt (Tab. 16).

Im quantitativen Suspensionstest ohne Belastung zeigte sich eine schnellere Wirkung
bei deutlich geringeren Octenidinkonzentrationen. So wurde fir Oct in der
Konzentration 50 mg/l (~ 0,005 %) die Reduktion um etwa 5 Ig-Stufen in 1 min und fir
Oct 10 mg/I (~ 0,001 %) die Reduktion > 5 Ig-Stufen in 10 min beobachtet (Koburger et
al. 2010). Ein Test mit Objekttragern aus Polycarbonat erbrachte dagegen &hnliche
Ergebnisse (Harbs u. Siebert 2007) wie in den eigenen Untersuchungen. Nachdem die
Objekttrager fur eine Woche in einem Biofilm-Reaktor mit P. aeruginosa inkubiert
wurden, erfolgte das Uberfiihren des Testkérpers fiir 60 min in 0,05 % Oct. Danach
wurde das Antiseptikum inaktiviert und eine 60 s dauernde Ultraschallbehandlung
angeschlossen. Nach Anlegen von Verdinnungen, Ausplattieren und Auszahlen der
Kolonien konnte fir Oct 0,05 % ein RF von 4,7 Ig-Stufen ermittelt werden. Im eigenen
Versuch erreichte Oct 0,05 % nach 30 min eine Reduktion von 4,8 Ig-Stufen (Tab. 16).
In der eigenen Studie sowie im Modell von Harbs und Siebert (2007) wird erneut
deutlich, dass in praxisnahen Prifkérpermodellen differierende Ergebnisse zum
guantitativen Suspensionstest ermittelt werden und diese somit unerlasslich zur

Beurteilung der Wirksamkeit in der klinischen Praxis sind.

Mit Belastung konnte flir Oct 0,005 % nach 3 h die geforderte Reduktion > 3 Ig-Stufen
dargestellt werden (Tab. 18). Mit Ery-Zusatz war die Anforderung durch Oct 0,01 %
nach 10 h erfillt (Tab. 19). Der Belastungsversuch mit Ery-Zusatz wurde auBerdem mit
verkirzter Trocknungszeit der Erregersuspension auf den Metallplattchen
durchgefihrt, da es auch ohne antiseptische Behandlung (Placebo) zu einer Abnahme
der Erreger um bis zu 2,7 Ig-Stufen im Vergleich zur AKZ kam (Tab. 4). Im Versuch mit
feuchter Suspension konnte fir Oct 0,01 % die geforderte Reduktion erst nach 24 h
beobachtet werden (Tab. 20). Der Versuch mit halb angetrockneter Suspension zeigte
fir Oct 0,01 % nach 10 h einen RF > 3 (Tab. 21). Aus den eigenen Untersuchungen
lasst sich feststellen, dass die Effektivitat von Oct nicht bzw. nur gering durch die
Belastung beeintrachtigt wird. Auch Pitten et al. (2003) kamen in einem Phase 2/Stufe

61



1-Test mit P. aeruginosa (ATCC 15442) einschlieBlich der Zugabe von 10 % bovinem
Albumin zu diesem Ergebnis.

In den Versuchen ohne Belastung wurde fiir PHMB zu keiner Zeit eine Reduktion > 1,5
lg-Stufen nachgewiesen (Tab. 16). Dagegen wurde P. aeruginosa im quantitativen
Suspensionstest ohne Belastung durch 50 mg/l (~ 0,005 %) nach 10 min um > 5 Ig-
Stufen reduziert. Flr eine Reduktion > 5 Ig-Stufen in 5 min war eine Konzentration von
125 mg/l (~ 0,0125 %) erforderlich, fir eine entsprechende Reduktion in 1 min von 500
mg/l (~ 0,05 %; Koburger et al. 2010). Andere Studien erzielten im quantitativen
Suspensionstest durch PHMB 0,02 % nach 5 min sowohl ohne als auch mit Belastung
(4,5 % bovines Serumalbumin + 4,5 % Blut) eine Reduktion > 6 Ig-Stufen (Koburger et
al. 2007). Andererseits existieren auch Testreihen, die eine geringere Wirksamkeit von
PHMB 0,02 % bezogen auf den Gram-negativen Erreger bestatigen. In diesen wurde
durch PHMB nach 5 min eine Reduktion um 3 - 4 Ig sowie nach 60 min um 5 - 6 Ig-
Stufen ermittelt. Im Vergleich zu anderen Priforganismen konnte PHMB bei
P. aeruginosa nur langsam seine volle Wirkung entfalten (Mdller u. Kramer 2000).

In der bereits zitierten Studie von Harbs und Siebert (2007) wurde wie im eigenen
Modell die Wirkung von PHMB 0,02 % auf Objekttragern untersucht. Bezlglich der
Inaktivierung der P. aeruginosa-Biofilme konnte durch PHMB eine Reduktion von
3,7 Ig-Stufen nach 60 min ermittelt werden. Somit zeigt sich auch in dieser Studie eine
schwéachere Wirkung von PHMB im Prifkérpertest als im quantitativen
Suspensionstest, wobei in den eigenen Untersuchungen nach 60 min eine noch

geringere Reduktion zwischen 0,2 - 1,2 Ig-Stufen zu erwarten wéare (Tab. 16).

Im vorliegenden Test wurde durch PHMB im Modell mit MEM + 10 % FBS nach 10 h
und 24 h eine Reduktion von P. aeruginosa um > 3 Ig-Stufen beobachtet, jedoch mit
einer Standardabweichung von bis zu 2,1 Ig (Tab. 18). Auf Grund dieser starken
Schwankungen ist zu vermuten, dass eine sichere Wirkung in praxi moéglicherweise
nicht gewabhrleistet ist. Im Versuch mit Ery-Zusatz konnte durch PHMB zwar nach 10 h
die geforderte Reduktion ermittelt werden, jedoch war auch hier die Rickgewinnung
der Erreger im Placebodurchlauf so gering, dass der Versuch mit nasser und
halbtrockener Erregersuspension wiederholt wurde (Tab. 19). In diesen Testreihen
konnte PHMB die Anforderungen an ein Antiseptikum nicht erfiillen (Tab. 20, 21). In
einem quantitativen Suspensionstest wurde wiederum eine hdhere Effektivitat des
Antiseptikums bei Belastung mit 10 % Schafsblut beobachtet. Nach 5 min konnte fir
Lavasept® eine Reduktion von 1,7 Ig und fiir Prontosan® (beide verdiinnt auf 0,02 %
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PHMB) von 1,5 Ig-Stufen beobachtet werden. Nach 30 min reduzierte Lavasept® den
Erreger um 4,4 Ig und Prontosan® um 4,1 Ig-Stufen (Miiller et al. 2007). Im eigenen
Versuch mit feuchter bzw. halbtrockener Suspension erreichte PHMB 0,02 % zu keiner
Zeit eine Reduktion von P. aeruginosa > 1,7 Ig-Stufen, was die Vermutung nahe legt,
dass PHMB zur Wundantiseptik hinsichtlich P. aeruginosa nicht geeignet ist (Tab. 20,
21).

Der Vergleich der Antiseptika Oct und PHMB in den eigenen Versuchen zeigt, dass
Oct 0,005 % bzw. 0,01 % eine schnellere und héhere Erregerreduktion bezlglich
P. aeruginosa aufweist als 0,02 % PHMB (Tab. 16, 18, 19, 20, 21).

S. marcescens: Im Versuch ohne Belastung konnte fir Oct 0,1 % nach 10 h eine
Reduktion >5 Ig-Stufen ermittelt werden (Tab. 22). Bei niedrigeren
Octenidinkonzentrationen wurde keine ausreichende Wirkung beobachtet. In einem
Suspensionsversuch von Sedlock und Bailey (1985) wurde jedoch durch eine deutlich
geringere Octenidinkonzentration von 2,0 pM (~ 0,000125 %) nach nur 15 min
Einwirkzeit eine Reduktion von S. marcescens um 5,8 Ig-Stufen ohne Belastung
erfasst.

Mit Belastung wurde die Anforderung (RF > 3 Ig-Stufen) durch Oct 0,005 % nach 3 h
und durch Oct 0,01 % nach 30 min erfillt (Tab. 23). Mit 1 % Ery-Zusatz konnte fir Oct
0,01 % nach 3 h die geforderte Reduktion dargestellt werden (Tab. 24). Die héhere
Wirksamkeit im Versuch mit Belastung ist méglicherweise auf die niedrigere AKZ von
8,9 Ig zurlckzuflhren. Der Test ohne Belastung erfolgte jedoch mit einer AKZ von
9,7 Ig. Denkbar ist auch ein synergistischer Effekt der Belastungssubstanzen mit dem
antiseptischen Wirkstoff. Die antiseptische Wirkung allein durch die Belastung (MEM +
10 % FBS) ist auszuschlieBen, da die Kontrolle der AKZ bei Zimmertemperatur nach
24 h eine Zunahme der Erreger aufwies (Tab. 25). AbschlieBend kann festgestellt
werden, dass Oct unter Belastungsbedingungen in weitaus geringeren (0,01 % und
0,005 %) als den handelsiblichen Konzentrationen gegen S. marcescens wirksam ist
(Tab. 23, 24).

PHMB konnte die Anforderungen im Test ohne Belastung nicht erfullen, erreichte

jedoch im Test mit MEM + 10 % FBS und im Versuch mit Ery-Zusatz eine Reduktion
von S. marcescens > 3 Ig-Stufen nach 10 h (Tab. 22, 23, 24).
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Im Vergleich von Oct mit PHMB ist festzustellen, dass S. marcescens mit Belastung
durch Oct 0,01 % und 0,005 % teilweise starker und generell schneller als durch
0,02 % PHMB reduziert wurde (Tab. 22, 23, 24).

C. albicans: Im Versuchsmodell ohne Belastung konnte durch Oct 0,05 % nach 24 h
ein RF >5 beobachtet werden (Tab. 26). In einem quantitativen Suspensionstest
wurde jedoch durch Oct in der Konzentration von 25 mg/l (~ 0,0025 %) nach 1 min eine
Reduktion von 4,0 Ig-Stufen dargestellt (Koburger et al. 2010). Im eigenen
Priafkdrpermodell wurde die Suspension auf Grund des schwachen Wachstums des
Erregers in den Nahrlésungen durch Abschwemmen von beimpften Agarplatten
hergestellt. So enthielt sie mdglicherweise zusétzliches organisches Material. Beim
Auftragen des Prifgels war vermutlich dadurch bedingt eine Phasenbildung zwischen
dem Antiseptikum und der Erregersuspension zu beobachten. Die fehlende
Durchmischung koénnte ursachlich fir die geringere Reduktion im Vergleich zum
quantitativen Suspensionstest sein.

Im Modell mit Belastung zeigte sich Oct effektiver. So war bereits eine Konzentration
von 0,02 % ausreichend, um eine Reduktion von C. albicans > 3 Ig-Stufen nach 24 h
nachzuweisen (Tab. 27). Die Suspension wurde ebenfalls am Versuchstag durch
Abschwemmen hergestellt. Da aber in der Kontrolle nur eine Abnahme der AKZ bei
Zimmertemperatur nach 24 h um 0,11g ermittelt wurde, spricht das gegen ein
antifungielles Potential der L6sung MEM + 10 % FBS.

Im quantitativen Suspensionstest von Pitten et al. (2003) fihrte Oct (0,1 %) gegen
C. albicans (ATCC 10231) in Anwesenheit von 10 % bovinem Albumin nach 10 min zu
einer Reduktion > 5 Ig-Stufen. Nach 1 min wurde ein RF von 4,7 beobachtet. Die
Wirksamkeit war jedoch nach 30 s und 1 min durch die Belastung beeintrachtigt, erst
nach 10 min konnten ahnliche Reduktionsfaktoren wie in den Versuchen ohne
Belastung ermittelt werden. Insgesamt legen die Studien den Schluss nahe, dass Oct
zwar wirksam gegen C. albicans ist, sich jedoch die notwendige Einwirkzeit unter
Belastung verlangert. Ein Ergebnis > 5 Ig-Stufen konnte im eigenen Modell mit
Belastung erst nach 24 h fir Oct 0,05 % ermittelt werden (Tab. 27). Im Versuch mit
Ery-Zusatz erfillte Oct 0,01 % auch nach 24 h die Anforderung (RF > 3) nicht (Tab.
28).

Far PHMB konnte in keinem Durchlauf (CSL, MEM + 10 % FBS, MEM + 10 % FBS +
1 % Ery) eine Reduktion > 0,7 Ig-Stufen dargestellt werden (Tab. 26, 27, 28). In einem
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guantitativen Suspensionstest ohne Belastung wurde jedoch durch PHMB 0,02 % nach
30 s eine Reduktion > 5 Ig-Stufen ermittelt, nach 10 min > 6 Ig (Koburger et al. 2007).
Eine andere Studie konnte nach 5 min eine Reduktion von 4 - 5 Ig-Stufen feststellen
(Mdller u. Kramer 2000). Ebenfalls im quantitativen Suspensionstest konnte
nachgewiesen werden, dass die Wirkung niedrigerer Polihexanidkonzentrationen nach
verhdltnismaBig langerer Einwirkzeit zunimmt. Wahrend nach 1 min noch eine
Konzentration von 5000 mg/l (~ 0,5 %) notwendig war, um eine Reduktion von 4,1 Ig-
Stufen darzustellen, zeigte PHMB in der Konzentration von 25 mg/l (~ 0,0025 %) nach
6 h ein vergleichbares Ergebnis (Koburger et al. 2010). Auch unter Belastung (4,5 %
bovines Serumalbumin + 4,5 % Blut) war PHMB im quantitativen Suspensionstest
wirksam. Durch 0,02 % PHMB wurde die Hefe nach 30 s um 4 Ig-Stufen reduziert
(Koburger et al. 2007). Da der Priufkdrpertest eher die Wirkung in der klinischen Praxis
widerspiegelt als der quantitative Suspensionstest, erscheint PHMB 0,02 % zur
Behandlung von C. albicans-Infektionen offensichtlich ungeeignet.

Der Vergleich von Oct und PHMB zeigt, dass Oct 0,05 % im Ansatz ohne Belastung
und Oct 0,02 % im Ansatz mit MEM + 10 % FBS die Anforderungen erflllt. Fir PHMB
konnte eine effektive Wirkung gegen C. albicans weder ohne noch mit Belastung
ermittelt werden (Tab. 26, 27, 28).

Vergleich von Oct 0,02 % und PHMB 0,02 % mit Belastung (MEM + 10 % FBS) im
zeitlichen Verlauf: Im Modell mit einer der physiologischen Wundflissigkeit
nahekommenden Belastung (Campbell et al. 2003, Muiller u. Kramer 2008) wurde
festgestellt, dass Oct 0,02 % gegen alle getesteten Erreger eine schnellere Reduktion
(zwischen 5 min und 24 h) bewirkt als 0,02 % PHMB (zwischen 3 h und > 24 h; vgl.
Abb. 23 und 24). In quantitativen Suspensionstests mit Belastung (10 % Albumin)
konnte der zligige Wirkungseintritt von Oct 0,1 % in 30 s mit einer Reduktion > 6 Ig-
Stufen gegen Gram-positive und Gram-negative Erreger bestatigt werden. Gegen
C. albicans war in diesen Testreihen eine Reduktion > 4 Ig bereits nach 1 min
darstellbar (Pitten et al. 2003, Kramer u. Muller 2007). Auch fur niedrigere
Octenidinkonzentrationen (< 0,005 %) konnte ein rascher Wirkungseintritt gegen
S. aureus, P. aeruginosa und C. albicans in 1 min mit einem RF > 4 Ig im quantitativen
Suspensionstest ohne Belastung beobachtet werden (Koburger et al. 2010).

Fiar PHMB wurden in Analogie zu den vorliegenden Ergebnissen auch im quantitativen
Suspensionstest ein relativ langsamer Wirkungseintritt und damit eine léngere
Einwirkzeit ermittelt (Werner u. Kramer 1995). AuBerdem konnten Koburger et al.
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(2007) feststellen, dass sich die Wirkung von 0,02 % PHMB unter Belastung mit

Albumin und Blut zusatzlich verlangsamt.

Obgleich sowohl fir Oct als auch fur PHMB in der Literatur gute Wirksamkeiten gegen
Gram-positive Erreger und Gram-negative Erreger sowie Pilze aufgefihrt sind (Harke
1989, Messick et al. 1999, Kramer u. Miller 2008, Kramer u. Roth 2008, Koburger et
al. 2010), bestatigte sich das breite Wirkungsspektrum fir PHMB im vorliegenden
Versuchsmodell nicht. So konnte bei E. faecium und C. albicans durch PHMB 0,02 %
mit Belastung selbst nach 24 h keine ausreichende Reduktion beobachtet werden. Fur
Oct 0,02 % wurde dagegen ein RF > 3 gegen alle getesteten Erreger ermittelt
(Tab. 30).

Somit ist Oct 0,02 % im praxisnahen Prifkdérpertest PHMB 0,02 % hinsichtlich der
mikrobioziden Wirksamkeit Gberlegen.

2.4 Schlussfolgerungen und weiterfliihrende Gedanken

Insgesamt zeigte sich erwartungsgemaB, dass die gepriften Antiseptika im
Objekttragertest héher konzentriert angewendet werden muissen, um die gleiche
Wirksamkeit wie im quantitativen Suspensionstest zu erzielen. Auch andere Autoren
weisen auf diesen Sachverhalt hin. In einer Studie von Sedlock und Bailey (1985)
wurde die Wirkung von Oct an Handen und FiBen von Affen getestet. Die
Untersuchungen ergaben, dass eine ca. 16000fach héhere Konzentration notwendig
war, um Ergebnisse zu erreichen wie im quantitativen Suspensionstest. AuBerdem
musste far eine gleichwertige Wirkung die Anzahl der Applikationen erhéht werden. Bei
einmaliger Anwendung konnte mit einer 0,2 %igen Octenidinlésung lediglich eine
Reduktion der Erregerzahl um 90 % (1 Ig) beobachtet werden, mit einer 1,6 %igen
Lésung um 97,5 % (1 - 2 Ig). Erst nach vier Anwendungen konnten fur die genannten
Testkonzentrationen Reduktionen zwischen 99,6 - 99,89 % (2 - 3 Ig) ermittelt werden.

In einer ebenfalls diese Auffassung stitzenden Studie wurden orthopéadische
Implantate aus Metall als Prifkérper verwendet. Diese wurden mit Erregern
kontaminiert, um die Wirkung von Oct und Gentamicin, bezogen auf die Bildung von
Biofilmen und das Uberleben der Bakterien, zu untersuchen. Als Priiforganismen
fanden S. aureus, S. epidermidis, E. coli und Enterobacter spp. Verwendung. Obgleich
beide Testsubstanzen wirksam gegen die Erreger in Suspension waren, zeigte Oct in
diesem Modell eine bedeutend starkere Wirkung auf Biofilme als Gentamicin. Dabei
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ergab die Untersuchung, dass die minimale wirksame Konzentration gegentber den
Biofilmen auch in diesem Modell erheblich héher ausfiel als im Suspensionstest
(Bartoszewicz et al. 2007).

Als mégliche Erklarung fur die geringere Wirkung der Antiseptika im Objekttragertest ist
anzunehmen, dass sich die Erregersuspension mit dem Antiseptikum nicht zu einer
homogenen Suspension vermischt, sondern als angetrocknete Schicht separiert unter
der antiseptischen Substanz liegt. Optisch war das durch Bildung zweier Phasen nach
ca. 1 - 4 min bei allen getesteten Erregern und insbesondere hdheren
Octenidinkonzentrationen zu beobachten. Die Erregersuspension bleibt somit im
PrOfkdrpertest unter dem Antiseptikum in sich geschlossen und kommt nur an der
Grenzflache zum antiseptischen Gel mit dem Wirkstoff in Kontakt. Daraus ergibt sich
eine weitaus kleinere Angriffsflache als im quantitativen Suspensionstest. Diese
minimiert sich maoglicherweise zusatzlich durch den Effekt, dass bereits getbtete
Organismen einen Wall um die darunter liegenden Erreger bilden und diese somit
gegen das Antiseptikum ,abschotten®. Eine besonders starke Phasenbildung zeigte
sich bei S. marcescens und C. albicans, da hier die Suspension durch die
Abschwemmung vom Agar zusatzlich organisches Material enthielt. Ursache fir die
Auftrennung in zwei Phasen ist mdglicherweise die hohe Bindungsféhigkeit von Oct an
EiweiB. Diese fuhrt zur Aggregation der Erreger, wahrend sich die eiweiBfreie
RestflUssigkeit als nicht aggregierte flissige Phase Uber der optisch dichteren Phase
befindet (Mdller u. Kramer 2007).

Die im Prifkdrpertest erzielten Ergebnisse haben im Vergleich zum quantitativen
Suspensionstest eine hdhere Standardabweichung. Als Grund hierfir kommen
vermutlich die oben gegebenen Erlauterungen zur fehlenden Durchmischung der
Erreger mit dem antiseptischen Wirkstoff in Betracht. So kdnnen kleinste Unterschiede
in der Flachenausbreitung der Erregersuspension auf dem Testkérper zu
abweichenden Ergebnissen fluhren. In Bereichen hoher Erregerdichte kénnen diese
nicht so effektiv erfasst werden wie in Bereichen niedriger Erregerdichte. Dieser Effekt
spiegelt sich auch in der geringeren Wirkung von Oct im Versuch mit P. aeruginosa in
CSL mit der héheren AKZ wieder (Tab. 17). Wéahrend fiir Oct 0,05 % schon nach
30 min die Reduktion von fast 5 Ig-Stufen beobachtet wurde, konnten bei Erhéhung der
AKZ um 1,5 Ig fir Oct 0,1 % nach 10 h lediglich 2,9 Ig-Stufen Reduktion ermittelt
werden (Tab. 16, 17). Der Reduktionsfaktor ist demnach im Prifkérpertest abhangig
von der AKZ. In diesem Zusammenhang ist in weiterfiihrenden Studien ggf. zu prifen,
wie hoch die jeweilige Erregerzahl in Wunden ist, damit diese als AKZ verwendet wird.
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Es ist fraglich, ob die Vorgabe, eine AKZ von 10® bis 10° zu verwenden, (iberhaupt
Praxisrelevanz hat. Bei einer geringeren Erregerzahl waren dementsprechend auch

niedrigere Wirkstoffkonzentrationen effektiv.

Da die gewahlte Belastung zumindest teilweise dem physiologischen Wundsekret
entspricht (Campbell et al. 2003, Muller u. Kramer 2008), stellt sich ferner die Frage, ob
im Prufkérpertest auf die Testung ohne Belastung verzichtet werden kann.

Das Prifkdrpermodell erwies sich als reproduzierbar. Die Auswahl einer der
physiologischen Wundflissigkeit nahe kommenden Belastung erscheint sinnvoll, da
nur so eine Aussage Uber die tatsachliche Wirksamkeit eines Antiseptikums in der
klinischen Praxis getroffen werden kann. Das vorliegende Versuchsmodell zeigt, dass
Antiseptika in praxi hoher konzentriert bzw. mit langerer Einwirkungszeit bzw. mit
wiederholter Applikation angewendet werden mussen, als aus dem quantitativen
Suspensionstest ableitbar ist. Die endgultige Beurteilung ist nur im Ergebnis klinischer
Studien mdglich.

Oct 0,02 % erreichte nach 24 h unter Belastung gegen alle Erreger einen RF > 3 und
war damit PHMB 0,02 % gegentber E. faecium und C. albicans in hohem MaBe
Uberlegen (Tab. 30). Durch die Verwendung von Octenidinkonzentrationen < 0,02 %
wird eine  antiseptische = Wundtherapie mit  Produkten unterhalb  der
Gewebeirritationsschwelle méglich (Kalteis et al. 2003). Zudem wird durch die starke
Bindung von Oct in den oberen Zellschichten und die daraus resultierende verldngerte
Abgabe des Wirkstoffs in nicht zytotoxischen Konzentrationen zusatzlich die
Gewebevertraglichkeit gesteigert (Kramer u. Muller 2007). Aus den eigenen
Untersuchungen lasst sich somit méglicherweise eine Alternative zur Anwendung von
PHMB in der Therapie chronischer Wunden ableiten.
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3 Zusammenfassung

Hintergrund: Aktuell gelten auf Octenidin basierende Antiseptika mit einer
Wirkstoffkonzentration von 0,1 % als Mittel der ersten Wahl zur Behandlung infizierter
akuter Wunden. Die Behandlung chronischer Wunden erfordert jedoch neben der
antiseptischen Wirksamkeit eine gute lokale Gewebevertraglichkeit, die mit niedrigerer
Octenidinkonzentration zunimmt. Deshalb war es Anliegen der Arbeit, die mikrobiozide
Wirksamkeit von Octenidin auch bei niedrigeren Konzentrationen mit der am haufigsten
eingesetzten Polihexanid-Konzentration von 0,02 % zu vergleichen. Anstelle des
Suspensionstests sollte das im Prifkérpertest (Phase 2 / Stufe 2) durchgefihrt werden,

weil dieser der klinischen Anwendung naher kommt.

Material und Methoden: Geprift wurden Gele mit einem Gehalt an Octenidin von
0,1 %, 0,05 %, 0,02 %, 0,01 % bzw. 0,005 % und ein Gel mit 0,02 % Polihexanid. Als
Priforganismen wurden S. aureus, S. epidermidis, E. faecium, P. aeruginosa,
S. marcescens und C. albicans eingesetzt. Die Testungen erfolgten ohne Belastung
sowie mit einer dem physiologischen Wundsekret nahekommenden Belastung
(Minimal Essential Medium Eagle + 10 % fetales bovines Serumalbumin) +/- 1 %
Erythrozytenkonzentrat.

Es wurden 0,05 ml Erregersuspension auf einen Metallprifkérper aufgebracht,
getrocknet und mit 0,25 g des Antiseptikum haltigen Gels Uberschichtet. Nach der
Einwirkzeit von 5 min, 30 min, 3 h, 10 h und 24 h wurde das Gemisch neutralisiert,
abgeschwemmt und die Anzahl der Kolonien ermittelt. Danach erfolgte die
Bestimmung der Erregerreduktion im Vergleich zur Antiseptikum freien Kontrolle in
Logarithmusstufen zur Basis 10.

Ergebnisse: Der Prifkorpertest erwies sich als geeignet, um die Wirksamkeit von
Wundantiseptika zu ermitteln.

Es zeigte sich, dass die getesteten Antiseptika im Prifkérpermodell héher konzentriert
werden mussten und eine langere Einwirkzeit notwendig war, um vergleichbare
Reduktionsfaktoren wie im quantitativen Suspensionstest zu erfassen. Die fehlende
Durchmischung des Antiseptikums mit der Erregersuspension stellt die Hauptursache
dafur dar.

Octenidin 0,02 % erflllte die Anforderungen an ein Antiseptikum (> 5 Ig-Stufen) nach
24 hin der Versuchsreihe ohne Belastung gegen S. aureus, S. epidermidis, E. faecium
und P. aeruginosa, jedoch nicht gegen S. marcescens und C. albicans. Fir Octenidin
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0,02 % wurde die festgelegte Reduktion > 3 Ig-Stufen im Versuch mit Belastung gegen
alle Erreger beobachtet. Im Versuch mit zusatzlicher Erythrozytenbeigabe konnte fir
Octenidin 0,01 % nach 24 h gegen alle getesteten Erreger auBer C. albicans die
geforderte Reduktion > 3 Ig-Stufen ermittelt werden.

Polihexanid 0,02 % war ohne Belastung ausschlieBlich gegen S. aureus > 5 Ig-Stufen
wirksam, nicht jedoch gegen S. epidermidis, E. faecium, P. aeruginosa, S. marcescens
und C. albicans. Unter Belastung war Polihexanid 0,02 % gegen S. aureus,
S. epidermidis, S. marcescens und P. aeruginosa wirksam, nicht jedoch gegen
C. albicans und E. faecium sowie unter zusatzlicher Erythrozytenbelastung auch nicht
gegen P. aeruginosa.

Schlussfolgerung: Der Objekttragertest ergab, dass in der klinischen Praxis hdhere
Konzentrationen und langere Einwirkzeiten des antiseptischen Wirkstoffs erforderlich
sein dirften, als aus Ergebnissen des quantitativen Suspensionstests ableitbar ist.
Praxisnahe Studien insbesondere mit Belastung und die klinische Testung sind daher
unerlasslich, um die tatséachliche Wirksamkeit eines Antiseptikums in der Praxis

abschatzen zu kénnen.

Schlussfolgernd erreicht Octenidin 0,02 % unter wundsekretdhnlicher Belastung nach
24 h eine ausreichende antiseptische Wirksamkeit und Ubertrifft Polihexanid 0,02 %
deutlich an  Effektivitdt. ~ Mit  dieser  Octenidinkonzentration  wére  die
Gewebevertraglichkeit bei der Wundbehandlung erheblich verbessert. Produkte auf
Basis von 0,02 % Octenidin kdénnten somit in der Zukunft eine Alternative zur
Behandlung chronischer Wunden darstellen.
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4 Summary

Background: Octenidine-based antiseptics with a concentration of 0.1 % are currently
the preparations of first choice for the treatment of infected acute wounds. The
treatment of chronic wounds, though, requires an antiseptic efficacy and in addition a
good local tissue tolerance which increases with lower octenidine concentrations.
Therefore, the objective of this study is to compare the antimicrobial efficacy of lower
octenidine concentrations with the most commonly used concentration of polihexanide
(0.02 %). Instead of the quantitative suspension test a disc carrier test (phase 2 / step
2) was used to achieve more practical conditions.

Material and methods: Gels containing octenidine 0.1 %, 0.05 %, 0.02 %, 0.01 %,
0.005 % and polihexanide 0.02 % were tested. The used test organisms were
S. aureus, S. epidermidis, E. faecium, P. aeruginosa, S. marcescens and C. albicans.
The tests were performed without challenge and with Eagle’s minimal essential
medium with 10 % fetal bovine serum (MEM + 10 % FBS, simulating wound fluid) and

additionally in some trials with 1 % erythrocyte concentrate.

0.05 ml of the test strain suspension was placed on the surface of a metal disc, dried
and then coated with 0.25 g of the antiseptic gel. After the exposure time (5 min,
30 min, 3 h, 10 h and 24 h) the discs were transferred in a neutralizing agent, the test
suspension was elutriated and the number of surviving test organisms was counted.
The logarithmic reduction factor was calculated by subtracting the number of surviving
test organisms after exposure to antiseptic from the control.

Results: The disc carrier test proved to be suitable to determine the efficacy of wound
antiseptics under realistic conditions.

In this practical setting higher concentrations of the antiseptics and longer exposure
times were required in order to achieve similar results as in the quantitative suspension
test. The main reason is the lack of thorough intermixing of the antiseptic with the
pathogen suspension.

After an exposure time of 24 h without challenge octenidine 0.02 % was effective (> 5
lg-reduction) against S. aureus, S. epidermidis, E. faecium, P. aeruginosa and less
effective against S. marcescens and C. albicans. With challenge (MEM + 10 % FBS)
octenidine 0.02 % was effective (> 3 lIg-reduction) against all tested organisms.
Octenidine 0.01 % reached > 3 Ig-reduction against all tested pathogens except for
C. albicans with challenge MEM + 10 % FBS + 1 % erythrocyte concentrate.
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Without challenge polihexanide 0.02 % only reached a sufficient reduction (> 5 Ig)
against S. aureus. With challenge (MEM + 10 % FBS) a reduction > 3 Ig was
determined against S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa and S. marcescens but
not against C. albicans and E. faecium. With MEM + 10 % FBS and 1 % erythrocyte
concentrate also no efficacy was observed against P. aeruginosa.

Conclusion: The disc carrier test demonstrated that in clinical practise higher
concentrations of antiseptics and longer exposure times are required than those
determined in the quantitative suspension test. Therefore practical settings with
challenge and clinical tests are essential in order to assess the effectiveness of an
antiseptic in practice.

In conclusion octenidine 0.02 % reached (with wound fluid simulation) after 24 h
exposure time a sufficient antiseptic efficacy against all tested organisms. Octenidine
0.02 % obviously exceeded polihexanide 0.02 % in efficacy. With the concentration of
0.02 % the tissue compatibility increased significantly. Therefore, products with
octenidine 0.02 % could be a reliable alternative for the treatment of chronic wounds in

future.
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